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i . 呈 ゼ ラチ ンの写慕工業で の役割
ゼラ チ ン 工業捻写真周ゼ ラチ ン の発展ととも毒こ発展 しで きた ｡ 叉 ､ 写露 呈菓穏ゼラ チ ン を使摺
する こ とにより飛躍鰍 こ発展 を逐をプたo 銀塩写轟 鍔 初期揺写寮乳滞の 鰭督詞と し号 ヨ 日 ジオ ンが
軽周されたが ､ ゼラチ ン を使潤する ことにより安定 で実摺約な感光樹料が できるよう蔓こな っ た B
そ して 写真に 対する様孝 な要求を瀦たすた 軌 目的をこ合 っ たゼ ラチ ン の製造が行なわれ ､ ゼラチ
ン に対す る活発 な研究が行なわれた ｡ 合成高分子 - の置き換えも多く換射 きれたが ､ 現在量≡馨 る
まで ､ ゼ ラチ ン の優位性は保たれて い るo ニ の ような写薬工業 で のゼ ラチ ン の複 軌 こ つ い て は ､
そ の重要性 の た め今まで多くの線説が書 かれて い るが ､ 最近日本で発行きれた書籍ま≠望)iこ経 ､ 新 し
い研究成果を含め詳細に述 べ られて い る e
ゼラチ ン は単に保護 コ ロ イ ドと して だけ でなく ､ 初期に結活性ゼ ラチ ン と して ､ 積極的 に写真
性に及 ぼす役割が期待された o そ してゼ ラチ ン妄こ含 まれ る活性物質すなわち噂感物質や締敵性物
質に関する研究が多く行なわれ ､ 特に1962年蔓こゑ設 皿 盈n
- 怒r盈 鵡 が組経した‡感e芳弘盈ぬ 盛
ぬbei樋野 m e皇z18盛 娩 farP he細 野Ia毛in e(iA G) に よ っ て 研究は東きく遵んだo 王ÅG は共通 のゼ ラ
チ ン を試料に して ､ 澄界各国の 写宴会社とゼラチ ンメ - カ - ､ 東学研究機開漆芸舞 岡 して ､ ゼラチ
ン の研究 を行な っ て きて い るo 叉 ､ 英国のT he 払y盈i ㌘ho細 野盈夢ぬ汝 鮎eie哲毛毘P S)妄芸よ るゼ ラチ
ン シ ン ポ ジウム ､ 日本の結合邦研究会 く現在結 ､ 日本軍寅学会 のゼ ラチ ン シ ン ポ ジウム と して 再
開) な ど､ 写真用ゼラチ ン の研究結広く行なわれた e そ の 中で ､ ゼ ラチ ン 申の 活性物質量こ対する
蜜慶法も活発蔓己開発され ､ それ らと写葉性と の 関連が論 巳られ恵o
その ような研究か ら､ 活性ゼラチン を特徴緒けて い るの 絃､ ゼ ラチ ン本俸 で経なく ､ 不 純物 と
して含まれる ､ 主に異種タ ン パ ク 由来形 禽蔽才ヒ食物と核酸由来成分と判明 し藍 o そ の後絃 ､ それ
らの 不純物を除去 したゼラチ ン ､ い わゆる不落牲ゼ ラチ ン (イナ
- トゼ ラチ ンき が求め ら鈍 るよ
うに怒i3た o ゼラチ ン はイナ - トを己 して ､ 爵怪物質は後か ら添カ目して コ ン 鞍 ロ
- 舟 するとをもう方
望繭で ある｡ 挽G 絃琴在まで蔓こ4拷 招集通読浄配布を行なっ て い るが ､ 呈989撃妄≡第壕 シリ
- ズと し
て 配布 したゼ ラチ ン は ､ イテ
- トゼ ラチ ン が董 鰍 ≡怒 -3 ても､る窃
イナ - トゼ ラチ ン が要求され る 形 とあ い ま っ て ､ 厳塩写 露g3廟速度約恕感度 の 土 臥 処理 ス ピ
- ドの 迅速托など､ それま で になく写真掲ゼラチ ン蔓≡薦めら鈍 る内容も緒凄絶 しで きた 昏 今まで
多慶 の 不純物 の 陰妄こ隠れて 影響が出て こなか っ 恵微塵物質及 びゼ ラチ ン本棒 形 タ ン パ タ 驚を構成
して い る各種ア ミノ 酸もイナ - トゼラチ ン で 結束きな影響を持 っ て くるo ぞ の 寵れ 掛率で ､ ゼ ラ
チ ン 申の 写真性蔓こ影響 を与える物質形定量も､ 敬愛成分に対する測定蔭の 開発惑
貰必要量三怒っ で き
た 0 日本にお い て写真会社 とゼ ラチ ンメ
- カ - の合同審査会によ っ て王956寧 か ら発行きれ ても㌔る
｢写真周ゼ ラチ ン試験 艶 tP ÅG圭法) にお い て も ､ 初 鄭 己あ っ た乳剤畿教法は廃止 きれ ､ 最近結
イナ ー トゼ ラチ ン間の 差を検出できる試験法や分析蔭 の採周湧芸中心にな っ て きて い る8
1 . 2 ゼ ラチ ン申の写真牲 に髪轡を尊える物質
ゼラチ ン 軌 動物の骨や皮怒ど の結合線績と言 われる部分蔓≡ある タ ン パ タ驚 (
ヨ ラ - ゲンラ が
熱愛牲 した物質で ある｡ 製造乾は
- 言で言うと ､ 原料 の骨脅皮を酸又はア ルカリ 処理後 ､ 熱喪抽
出し ､ 精製 ､ 乾煉してゼラ チ ン がで きるo
原 料 こ揺 主に牛乳 牛皮 ､ 豚皮が用 い ら れ 写真摺途には菅原料が多い o 骨の 場 創ま､ ア
舟 労
リ処理 の前に ､ 温顔 ､ 脱灰が行なわれ る｡ 脱灰 は骨に多塵妄こ含まれ る か レシ タム を除去する 五経
で ､ 艶 した骨をオセ イ ン とい うo ア ル カリ 処理 の第 iQ3日約結線耗をル
- ズ に して 抽出を容易
にすることで あるが､ 同時に コ ラ - ゲ ン 以外 の不純物を除去ずる働きが叡り も 写寛周ゼ ラチ ン に
と っ て 娃重要な工程で あるe 抽出結最も重要な工程 で ､ それ に孟り基本的なゼ ラチ ン の 吻性が決
まる｡ 不純物がその 工程で持ち込まれる ､ と言う意味で も豊要 で あるo そ の後 ､ ろ 鼠 イ 矛
ン変
換処理 と い っ た精製を日 掛 こした 工程が ある o そ の 前後妄こ必要に応 じて醸比延 理な ど
の化学的処
理が行恋われ る8
原料の動物が生きて い る蒔か らゼ ラチ ン の乾燥まで に溶 い て ､ タ ン
パ タ質自身も不純物もきま
ぎま怒柁学的愛柁を受を賞る窃 緩 ･3 てゼ ラチ ン 寧をこ経多種多様怒物質が含ま絶 ても､る岱 そ 将 申を芸捻
写真軽量こ影響すると考えら艶て旨ちる物質も多く 存在 し､ i . 夏頃 で述 べ たよう蔓≡ ､ 凝期墨こ揺そ 鍔
写裏作国連違重要視き艶た 窃 写寡作周が夷き い物質捻弓削三度原料を三多く含まれるた め ､ 最近 の 写寅
摺ゼラチ ン捻不純物の含量が少 ない菅原料ゼラチ ン が多い ｡
メチ オ = ン 経ゼラチ ン本俸を構成 して い るア ミ}酸g∋
- 種で 轟るが ､ 鞄g3ア ミノ 酸をこ比 べ 含有
量は少なく i %以 下である8 酸柁処理 によ9きらに減る軌 そ 将 軍轟搾済蔓芸対す る役割は 夫き旨
､
昏
メチ身 ニ ン 絃 ､ 抵p琵でそ の チオ エ
- テ ル部分が銀と結合 して ､ ゼ ラチ ン と銀 を結合ずる役割 を持
っ て い る3)｡ 銀錯捧を形成 して ､ 増感作周を示す4-)o 又 ､ 鬼顎3
ネをゑ態ヰをこ還元 し ､ ニれ がゼ ラチ ン と
錯捧を搾野 ､ 塵増感を締御して い る畠ラ｡ メチオ ニ ン の醸すヒに より ､ ゼ ラチン の j､ 冒 ゲン才ヒ銀結晶粒
子表面 - の吸着力が減少する6)o メチ オ ニ ン は単分散奥托銀結晶粒子 の 按生成時鍔p軸お よぴp≡
によ っ て 核形成に影響を及ぼす7)o
シ ス テ イ ン 経常原料で はゼ ラチ ン本俸には含 まれな い ア ミ ノ酸で 轟るo 皮原料の 場合 駄 コ ラ
ー ゲ ン の 分子種の違 い か ら若干含 まれるが ､ ほ とん どが不純物と して Å っ てく る異種タ ン パ クを芸
由来するe 従 っ て そ の含量は他 の タ ン パ ク申と違 っ て非常妄こ少 憩い o 東きな写寅作周を示す活性
硫黄化合物絃 シ ス テイ ン か ら蘇生 して い ると い われ る｡ 又 シ ス テイ ン を醸托ゼ ラチ ン に添魂する
と ､ 結晶成長を締刺する8き o
酵に 軌 ゼラチ ン 圭鏡に結合 した糖 ､ コ ン ドロ イ チ ン硫酸などの プ ロ テオ ダリカ ン の糖 ､ 核酸
由来の療があるo 還元糖に つ い て は ､ それが多いゼ ラチ ン ほ ど塩才巨象酸を添適 した場合をこカプリ
を生ずる9ラ と いう報告があるo
錬 鉄 製造 工程で入 っ て く る場合が多 い と考えられ るが ､ 原料由来の タ ン パ タ 結合性の 鎮も考
えられるo 錬は少慶でも戟感とカプリ の 原因に怒るo 軟膏畳が多い ほ ど還元藤の漆療がj
､きく ､
鉄柱還元反応を韓紗8吋 るo しか し直接 の 酸化剤で揺 なく ､ 酸化の 触媒と して働き ､ 鰭晶 で の 銀
按生成を妨をヂるl呈) o
ィ ナ - トゼラチ ン に塞 い て もゼ ラチ ン 開g)写真性経異な苧 ､ そ の原因着こつ 旨､て 軌 不明な部分
も多い o 観にも写真牲に影響 を与 える物質経費多( あるが､ 寒帯究で緑藻義授物質を三つ 旨もて 着目
し ､ 土記 鐘楼 を潜象蔓こ敦当主 ぼた摂
呈 . 3 本筋究に閑倦ある雀束野研究
ゼラチ ン申 のメチオ ニ ンg)瀦窪を､ そ 沿酸亨ヒ物 と区別 して 最初毒三朝窪した の ぼ ､ 鮎 s eら
i望き習 あ
る ｡ 彼らはプ ロ モ シ ア ン を 鄭 ､て ゼラチ ン をメ チ 浄 ニ ン残量郎 位置で特異的を三分解 し､ メ チオ ニ
ン か ら生ずるメ チJL,チオ シア ネ - トをガ ス タ 冒 マ トダラヲ イ
- で湧志 したB B昏癖 nonらi8鳩 ゼ ラ
チ ン 申の メ チ 身 ニ ン 亀 を金済震およぴ銀電位 か ら推定した 缶 Be∈leぎeq ら
13き軌 メ チオ ニ ン と銀
イ オ ン の 吸着を孝順 して ､ ゼ ラチ ン の メ チ オ ニ ン含量を鴻定t/ たo ニれら い ずれ もが メ テオ 芸 ン
のみ の測定で あっ て ､ その 噺転物で あるメチ オ ニ ン ス }レホ 卑シ ド､ メ チオ = ン ス ル ホ ン は朝露驚
き て い ない o
シ ス テ イ ン ､ シス チ ン に つ い て 駄 メ チオ ニ ン と違 っ て ゼ ラチ ン の構成ア ミノ 酸で 絃なく不純
物と して 入 っ てくる の で ､ そ の 畳結微量で定量絃草 しい B DeCie 託喝ら
l 噌 シ ス チ ン を還元 し ､ シ
ス テイ ン と して ､ 放射性ヨ - ドアセ トア ミ ドと反応復路合致射龍 を幼定ずる こと で ､ シ ス チ ン 幸
ジ ス ティ ンを鴻定した e 地 温らl由経タ ン パク の構成ア ミノ 酸分析で行なわれて い る方 臥 す恋わ
ちシ ス テ イ ン とシ ス チ ン を酸化 して シ ス テ イ ン 酸と して 琵㌘LCに より鴻露する寿法をゼ ラチ ン に
応周 した o 叉 ､ 同 じ磯部 由で ､ 毛髪 の シス テイ ン裁定蔭を参考に して , 5,5
事
- ジチ身 ビス 浄 ニ ト
ロ 安息蕃酸)(DT 野B耗 により シ ス テ イ ン の 定量 を行怒 っ た ¢ 諺ee呈e君e娘
呈番楓 タン パ タ の ア ミ
}酸分析で行なわれて い る3壕の方法を摺む㌔て シ ス テ イ ン ､ シ ス テン の塞慶を行な
っ た 鈍 瀦露
結果経 ほとん ど示され て い ない で ､ 方法 の緯介にと どま っ て い る o い ず弛も､ シ
ス テイ ン又は シ
ス チ ン の み ､ あるい 経両者をまとめた朝憲で ､ シ ス テイ ンと シ ス チ ンそれぞれ を同時蔓こほ頚窪 し
て い な旨㌔む
還元鍍蔓こつ い て絃 ､ 多糖 を力線 分解 を して全糖 の 沸定が行なわ絶 て いた o そ
g)結果 軌 還 元牲
を韓恵恕 u で 存姦 して い る静が来襲分と思われる 軌 還元接が あるな しの 匡男
手3 経できでも噌 旨ち学
還元軽 を持 つ 療着こ着目 した の は ､ i卜終らi栂 電気4ヒ学的方渡墨こ よる鴻窒惑壌 初で 轟る缶 彼 ら
萎ま老
艶をfi㌘hGg∋検地叢を して も潤む､喪主卓憾 ､ 顧寿 ぎ〕静 狩韓総桧で きなか ぅ 藍 o
ゼラチ ン 率u3金鉄g3灘定揺 ､ P 鬼G‡窪汚きに原子饗 発光療法妄三よ る方法惑呈緩涌 きれ ､ 亀看芸i;巨色絵も
あ野望8ラ､ 古く から日常的に行なわれ 苛旨､る8 し か し､ ゼ ラチ ン 溶薮率でg3鉄g3 ニ儀 ､ 三蔵鉄それ
ぞれ を存在形態別 に鴻定した例は な旨､8
i - 4 奉研究の 目的
写真 工業u)発展と同じ時期 ､ 分析絶筆の 分野で ぼ分離分析 招 魂カな手段'
p
ei ある高速液棒タ ロ マ
トグラフ イ - (諾㌘Le予 感違夷きな発展を遂をヂた 窃 多様怒分離 カラム と検出器 ､ 義経畿ポ ン プg3開
発 に後押 しされ ､ 多く の 分析飼が発表き艶たo ガ ス タ 日 マ トグラ フ イ - が有機溶媒系持 物質に対
する手袋 である の蔓こ労 し望P LC は永溶性物質を分擬分析 できる 招 で ､ ゼ ラチ ン に対 してをま有効な
分析事没 で あるo 核酸塩基 の 定量 経最も観期に開発 され た定量蔭鍔 び とつ で ､ ゼ ラチ ン 率鍔核酸
塩基に つ い て も応涌望i,惑 され ､ ㌘鳥G五経呈顔に も採摺された o 液体ク ㌍ マ トグラ フ イ - 形 - 分野 で あ
る ､ ゲル バ - ミ 芸 - シ ョ ン ク ロ マ トグラ フ ィ -(GP C) もゼラチ ン の分子盈分布測定手段 と して 研
究鞄 241)され ､ P 鬼G王法i9)にも緩潤され て い るB
琵P Lぢ法結目的成分を分離す るカラ ム と溶鮮液 の組み合わ せ ､ その 成分を検出ず る検出器g3選
択で ､ 分析法が決まるB 叉 ､ 分離や検出を助をナるため の 多く の 誘導体托が報告きれても､るo それ
ら の方鮭をそ の ままゼラチ ン に適周 でき る場合捻少 ない 8 ゼ ラチ ン蔓こ妨害物質が含 まれて い ない
かを見極 臥 そして そ の妨害物質 を分離できる か ､ 叉 絃妨害を受汚な い 特異的恕繰出法 で ある か ､
な どを検討する ニとが重要 で あるo
高感度な誘導終結H P L C- の応摺の みで なく ､ 従来か らある比色法頗g)発色試薬も開発 きれて
い るo こ の ような分節試薬 の開発や各種分析装置の 発巌 によ野 ､ 同 じ物質に対 して も以 前と捻違
っ て高感度 ､ 高選択性 の 分析が可能に な っ て きて い る ｡
杏樹究で は ニ の ような新 しく報告きれた分析法を軽摺する こ とにより ､ ゼ ラチ ン中 将 数量物質
- メ チ身 ニ ン とそ の酸花物 ､ シ ス テ イ ン 関連物鷺､ 還元鎗 ､ 三藤 一 三儀鉄量ニ-3 い て ､ 分離定盈藍
を検討 した 8 凝め蔓芸､ ゼラチ ン 率の メ チ 浄 ニ ン とそ の 酎巳物節 減定形 ためi･三､
`i
p
一 首､ プレ 三 ン ス ル
ホ ン酸凝東分解 - a -ブ タル アjtjデ 巳 ドに 去るボ ス 巨尭ラ ム検出法
'タ
g∋検討を行な弓 た8 ニ艶ぼ ､
タン パ ク質g3ア ミノ酸組成分断で
- 般 鰍 こ行なわ艶 てら､る
i蛋塩酸凝 永分解 - 芸 ン E^ ドリ ン墨芸よ る
ポス トカラ ム 検出法
プき
はメ チオ ニ ン とそg)酸柁物の 測定に捻適当習 はな旨､た めで あるG 汐ミ蔓芝ジ ス
ティ ン 関連物賓の 分析で 捻 ､ 整 体液中の チ身 - ル 事 ジ ス 鼻′ フ ィ ドg3測定鍔 た め妄芸研究きれ たチ藩
- Jt, の密飾試薬を 那 ､､ それ をゼラチ ン申 の チオ
- ル ー ジ ス ] レブ イ ド野分折 - 応招ずる方法を検
討 した ｡ 還 元性を持 つ 皆の 分析 得た 捌 こ ､ 醇 の組成分析 の 分野で 研究き総て い る還元末端密 約修
飾試薬g)ゃか ら ､ 数種類 の試薬に つ
■
い て ゼラチ ン - の 応摺を検討 したo 還 元性g3軽萎ま多糖g3末端
と して存在する可能性が尭き い の で ､ 糖 を凝 凍分解 した時の そ の修鱒反応物 の 分解安蜜睦も重要
な検討課題 であっ たo ニ価 ･ 三価鉄 の分離定量の ため妄こ､ 三儀鉄 に対する発色試薬 を 那
号た場合
の反応条件と安定性蔓こ つ い て 検討をt/た o ニ の ような轟種 の物質に つ い て の分析乾 の 検討を行な
い ､ さらにそ の分析法を 郎 ､て ､ 王AGゼ ラチ ン 申の微塵成分の 分析 ､ メ チオ ニ ン の 酸化反 鼠 ゼ
ラチ ン の 原料費酸化ゼ ラチ ン妄こつ い て の 分析 を行な っ た 白 文 ､ ゼ ラチ ン の銀音元経とそれ ら微塵
成分と野間孫 に つ いて 検討 を行な っ た o
軽頗ゼラ チ ン ジス ト
奉研究の 試料ゼラチ ン墨ニ経 ､ 主に王鬼G ゼ ラチン を涌 いたo そ 招 ジ ス トを掲蔵する窃
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夢2牽 メチ 藩 ニ ン
2 . ま 経 じ 捌 こ
ゼラチ ン 率の メチ浄 ニ ン 軸 e曽 揺 ､ i. 2 で述 べ たよう蔓芝､ 銀と 符鰭資性と慶喜蒐軽量こよ琴写
真軽に夷きな影響を持 つ e ハ ロ ゲン化藤結晶 の成長量こ来き怒影響を考える こ と絵島く知 られても
､
るc そ の 作閉経 祖母も の 酸粍状態の 違い蔓こより変すヒする｡ ゼラチ ン 揺自然妄芝酸柁を受 持る惑
篭
ず 薬
品処理に よ9酸叱きれ ることも多い e
ゼ ラチ ン の 元 の タ ン パ タ質で ある ヨ ラ - ゲン の 閲eも 含盈経 a 重鎮に7覇臥 謎 ≡鏡蔓こ6簡と い
われて い るo これ経グリシ ン の約i汚Oの畳で あるo ゼ ラチ ン 率の 蝕 も は ､ 自然 に ､ 叉絃Å 工的
に酸化され る の で ､ それよ野少 蜘 ､畳になっ て い るo 過酸化永寮等 の酸化邦で 酸柁垂れ るとメ チ
オ ニ ン ス ル ホ 考シ ド軸e毛呂O労 に怒り ､ 強 い酸化 で絃 メチ オ ニ ン ス ル ホ ン 醜 毛S O鰍 こな るB そ 鈍
ら の 蝕 も酸化物も瀦定する ことで ､ ゼ ラチ ン が受けた酸た の軽度が推鞠できる｡ フ リ
- の ア ミノ
酸と して の 弛 もの酸化反応に つ い て 揺従来 か ら多く の 研 敷きが為され て い る が , タ ン パ タ賃率の
姐e七に つ い て 軌 酵素活性要あるい は栄養学的畠増 分野で の研究が董で 轟るB ゼ ラチ ン の 酸子巳と
班e七 の 酸化状態と の関係経常告が少 なも､o それ 粍
- つ に 絃, M 威 の 濁蜜が困難で あ っ た こ とが
原因 で轟る8
通常タ ン パ ク質構成ア ミノ酸分析 乱 読料を塩酸旗永分解 した 乳 イ オ ン変換 ク ロ マ トグラ フ
ィ ー に よるア ミ ノ酸の 分離分析を行なうo しか しゼ ラチ ン申の 地 毛と母の 醸宥恕物 の 藍藻 恕渦蜜緩 も
こ の方法 で経国難 であるo 第 - の問題娃 ､ ゼ ラチ ン に限らず どの タ ン パタ質で も貰える こと であ
るが 常 盤酸分解 によ甲奴廃$8Ⅹ漆芸 施 鮭 変わ っ て七 まう43ニとで あるQ 第 三 の 閏蔑 軌 イ オ ン 変換
クr3 マ トグラフ イ - で の
- 綬的な溶出条件 で 軌 ゼ ラチ ン に約呈望%と多量に 含まれ るヒ ドロ 卑 シ
プロ ジ ン宅Hyp雷0郷 地 毛SO柑や 施毛S OXとぼ蔓霊園 巳位置書こ溶出す ることで あるo 琵紺 和 はア
ス パ ラ
ギ ン 酪 ゐpきの 直前に溶出するが ､ 親戚$ ONや 地 毛S8 富も同様に 麹 の 掛 胡容鰯する
確ラ
o ゼ ラチ ン
Bl外の タ ン パ ク賓にはHyp若Oが含まれない の で問題に ならな旨
､が ､ ゼラチ ン を朝憲す る場合経
Hyp若O､ 蝕 もSON ､ 蝕 もS O貰､ それぞれ を分解する条件で瀦藍しな毒す艶ぱ怒ら恕
旨､
哲
呈ま
醐虎を塩酸分解に安定なぞヒ督物に変換する漆㌔レポ考 シメ チiレぞ巳を行なっ た野 ､ プ
田 蓉 シア ン 分
解をする方法 鴫 あるが ､ ゼ ラチ ン - 沿蛋頗は報告きれ習 い な い o 叉 ､ ニ鈍 ら
の 寿蔭は操作が煩雑
であるo
触 ginenら5栂 ゼラチン 申 の 朗e臆 を金滴整お よぴ凍電位か ら推定 した 昏 R8 能ら
8鳩 ゼ ラチ ン
をプロ モ シ ア ンで 分解するこ とに よ巧 も 蝕もか ら生ずるメ チ ル チ浄 シア ネ
- トを瀦定守る間接経
で ､ 初めて 馳 緒 施強酸花物と区別 して 洩定 した o しか しこU涌 経で捻酸花物
の朝憲経 で きな い 窃
ii霊芯 n らや結塩酸分解を 熟 ㌔た通常 の タ ン パ タ賓騎虎ア 篭 ノ酸分析法妄芸よ っ てゼ ラチ ン 平
野 地 毛
とそ の酸花物 の瀦定を行なっ たと して い るが ､ 前述 し恵問題 戯 …普及 しで い 恋い の で ㌔ 菅
田 結果
絃定礎と経言え怨い o 特に ､ Hypぎ0に つ い て 全く考慮 して いない た め､ H発 雷eと誕e毛S ON の
ピ -
クが重なり ､ 地毛SO紺 を過大に評価 しても､ると考えられ るo
H 野 轡hiら 鴫 ､ 食品中の 施 もとそ の 酸妃物の 憲 鄭 こ､ トリプ トフ ァ
ン好感 増 収率 を轟くす る
た めに開発されたF トル エ ン ス ル ホ ン酸による力線 郎 轡 を応周 し､ M醜 と組成S O
笠を固敬率良く
定量 した o
奉研究で 捻 ､ 地 毛に関する定量的 な考察 の 足が かり を つ く るた 蛇 ､ ニ の琵 野aB返 ら
轟ラの 方法を
如 ､て ､ ゼ ラチ ン申 の 班e毛とそ の 轡ヒ物 の同時豪農を行な っ た o きらに､ ゼ ラチ ン 申の 弛もの 酸柁
に つ い て , 酸化剤に過酸化永寮を 剛 ､て 反応速度論的研究を行 い 事 ゼラチ ン の 酸化機構と反応制
御の 可能性を明 らか にしたo
2 . 2 実数
望盈1 軍ラチ ン呼野メチオ ニ ンとそ 舜憩青紅麹 の富農
結ラ試薬
組 殊 観eもSO笈､ 班eもS ON ､ ノ ル パ リ ン 揺S‡ 磯 遠征皐 ､ ダ トル
エ ン ス ル 泰 ン酸 駕 ク £ ン酸 ナ ト
リウム 絃ア ミ ノ酸分析屑 物 光線革製ラ そ の他 結特級栄養叉 結相当品を 新
宅たo
く望ラゼ ラチ ン
ゼ ラチ ン はまゑGゼ ラチ ン ､ 及び ニ プ ビゼラチ ン 三業㈱襲アjレ 那 浄セ イ ンゼ ラチ ン を 熟
ヽた 8
i望
毛3き装置
箆P LC ぼ 目立655 ゑ宅目立襲拝所∋ ､ 藷 ラ ム 揺 日豊カ ス タ ム イ 浄 ン 変換樹海慧ぢ主管 宅建n m ¢ X
15Om m∋ ∈日立製作所) ､ 蛍光検出器揺 日立ぎまま08 ほ 豊製作所き を伺い 浩 o
(磨 分解条件
o.4%ゼ ラチ ン溶液 (内務標準} ル パ ?j ン を含む) 0.5nl蔓三轟n oyiダ ト㌔♭ 芸 ン ス プレ添 ン 醸溶液
1.5nlを加 え ､ 鋭気後 ､ 呈iO ℃2望時間分解 した昏 望弧 eiA 永酸ギ巨ナ トリ ウム 溶液望盛 添淘後 ､ 8.5n oyi
ク エ ン 酸ナ トリウム溶液でpfi望,2 - 望一連に調節し､ H 営も∈鎮液としたo
(5ラ琵P LC条件
溶離液(廃の組成 : ナ トリウム 療度0.望n oijl､ p琵望.8になるよう蔓こ次 の よう毒こ調製 した o
ク エ ン酸ナ トリウム12.im 淀氾i､ ク エ ン酸9き一望n m ol､ 塩抱ナ トリ ウム163事轟汲 n Ol､ 芝 チ ル ア]レ
コ ー ル1 30ぬⅠ､ β - チ オ ジグリ コ - ル5,O n呈､ カプリル 酸8.1 汲ま､ 迅雷義一 35 1`8m王を永に溶解 し登
竜
王ち
量をilに した o
溶解液(B)の組成 : ナ トリウム濃度0.望m o3Aになるように次の ように調製 した o
永酸化ナ トリウム0-2現 0呈､ エ チル ア ル コ - ル 60血i､ カプリ ル 酸0.1 由ま､ Brij･ 35 呈.Omlを永に溶
解し全量 を1iに した8
溶解液 鵬 ､ 溶離液(功を用 い て 次の ような段階溶出をした o 8 - 7分 :鬼188% ､ 7 - 望3分 : 鬼78%
/B 3O %､ 23分 - : B IOO%o
涜逮 :0.38温y 醜 カラ ム 温度 : 55℃ o 検出 : a- 7 タ ル ア ル デヒ ド宅O 魂 ポス トカ ラム 鼓o 検
出波長 … e芸350n 取 e n458n no 注A盈 : 50iiも
望息望 メチオ ニ ン酸才転の 反応速度
く1)二組eもと過酸化喪秦 の反応
o事2汲 斑 Oif80nlの M威容液に ､0.凄n 迅 昏1のH望0望を添カ目し､ 温度6 0℃ で0 - 1望0分間反応させ たo
- 定時閉経遇後､ 少量 の カタラ - ゼ を添凝 し反応を止 めた 6 反応絃野誤5.5と8.5 で行なっ た 缶
(望) ゼ ラチ ㌢申の 封e毛と過酷花森寮の 反応
種g188威 の ゼラチ ン溶液(馳 毛蚤 0.凄況 n O呈)をこ～過渡才転永索を8せま､窃息 8･轟没 - O榛尭目し､ 野琵5息
主語
温度68
Q
c で0- i 望e分間反応し藍o - 定時閉経過渡､ 少盈 沿藷 タラ - ゼ を添加 し反応 を止 めたo 温
度効果は ､ 温度 感 ､ 5駄 68℃で遠敷叱水素の 添為日登8一望n m ei､ 野諾5.5 で0
- 呈望8分間反感する ニ と
によ撃薦めたQ 夢H の影響 を見るために ､ p琵5.8 - 8.5 で遍酸着巳凍寮g3添加塵8. 勧汲 迅 8l､ 温度68驚 で
反応を行な っ た ¢
(3き 分子 量分布 の 瀦窟
p鬼G重法iO)に従 っ た B
(萄 酸柁ゼ ラチ ン の調製
10%ゼ ラチ ン 溶液に ､ ゼ ラチ ン に 対 し過酸叱永寮を0 - 8.ま5n m oy欝添廟 し､ p琵5胤 温度60驚
で38労反応 したo 未反応の 過酸化永素を分解 した後 ､ 鼠塩 濁 壊し藍0
2 . 3 結果と考察
監3.王 ゼラチ ン申の メチオ ニ ン と肴 の敢粍物の 定量
(1) 朝定条件の 検討
序論で述 べ たように､ M 醜 とそ の 酸柁物を通常の ア ミ ノ酸分析鎮で測定する場合 ､ 塩酸分解毒こ
よる鮎eも､ 関東S OXの低回収率が問題で ある e 奉研究で妄抄 トjレ ニ ン ス lレホ ン敢為日渡分解を摺を､て
回収率を向上させ たo ア ミ}酸標準液単独と､ ア ミ ノ酸標準液をゼラチ ン蔓乙添加 し恵場合 の F ト
ル エ ン ス 7t' ホ ン醸迦永分解に よる困駁撃は ､ Tabまel の ようにな っ た o
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ア ミ }醸単独@3場合g3困駿挙が ､ 親 e毛とMg感 0紺 で呈8 e海 ､ 細eもS8鷺で95% で あ･3 た 軌 三 の
療はH野 a畠hiら8きの結果とi司等で あ っ た sゼ ラチ ン に添力日した場合も轟9
- 9 5%恵良も､回顧率で あ j3
た8 ア ミ ノ酸単独の場合より少 し低下 したが ､ 三れ緒ゼ ラチ ン 中将 不純物 形 影響 と考え られる o
3T トル 芝 ン ス プレホ ン酸による男日永分解時間を望望､ 楓 守望時間と変えて分解時間の 影響 を検討 し
たo 醸た条件 招異なる慧種類の ゼ ラチ ン に つ いて の結果を習盈
'ble 望蔓こ示 した ｡ 酸把条件揺 ､ 酸柁恋
し､ 中経度 の酸陀 (ゼラチ ン に対する適酸花束素量0.83m n oll琶で 形酸陀ラ ､ 強 い 酸柁 ∈ゼ ラチ ン
蔓三対する過酸化永素量O.08温 血 Ol!夢で の 酸才ヒ3 で ある｡
Table 2 E飽ct of hydmly昏i8tim e o汲 n e 舶tlTe n enも轟
慧
琵y慧長森 馳 - Bine 慧 T毛流感
払otiT) (iL, m Oyg) (iL m Oyg) (p 迅 eyg)
n O
望望 4?.3 6.8 5速歩8
4 8 逢8.5 3.2 51.8
7 望 49.9 望. 5 5望.逮
n eあ ra毛e
22 9.3 36.望 45.鍾
感 9.8 3 3`9 轟3,畠
7望 9.7 望9書5 39事望
轟毛ro温g
望望 ま書生 凌乱望 舶 .茅
感 i.7 凄望,8 連詩.7
7望 呈. 5 艶 g 38.S
独 ㍍ま加療分解時間が長く なるに従 っ て若干 轟く怒 っ て い るが ､ 地毛S O貰の 低下桑野 寿が尭き
く ､ 線量漆芸時間と 灘 こ低下 したo u 取 ら9)らは3種類 の タ ン パ ク賓に つ い て 丹望望､ 敬 7望時間加東
分解の 場合 のデ - タを示 して い るが ､ そ の 内2種類の タ ン パ 夕質 札 T最もま哲慧の 結果同様 ､ 時間を
追 っ て 蝕 もの健が轟く 怒 っ て い たo H 野盈昌弘ら8きは望慧 - 7望時間で 経誤差の 範静内の菱で ある と述 べ
て旨与るが ､ デ - タ は示 して い な い o こ れ ら の経果か ら､ 分解時間は望望時間で行なう ニと蔓ニヒ恵昏
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ア ミ j酸分析法蔓こお峯子る第三 鉛 問題量豊 翫 e朝憲菅 野HypTOと鍔発酵で ある Q 迂aぎ盈S鮎 ら畠∋招 魂
定で 捻琵y pT Oを含まなを㌔タ ン パ タ質と食品 の 分析で 轟っ た 形 で ､ 問題を≡ならなか っ 恵 ｡ ぎ主琶.呈揺 ア
ミ}軽費新 の - 例で ､ ニ ン i: ドリ ン を薩頗 し､ 578配 昆ぞ(義-1きと 舶 ぬ m若(a)一望拷 問時をこ療出 した タ
ロ マ トグラム であるB
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Figi,(萄の試料は､ fiyproを含み ､ 馳毛SO 笈､ 触 感0紺 を含まない ア ミ ノ酸混合溶液で 轟るe 通
常の ア ミ}酸分析の ニ ン ヒ ド1) ン に よる検出は ､ 5守ぬmQ)観光度磯憲で行憩わ鈍 る経海ま,を義一急きo
ニ ン ヒ ドリ ン を使用した場合 ､ プt3 ジ ン ､ 琵発 TOの ようなイ ミ}酸経5冒0蕊 取 で 鉛襲窺がホきも 咽
で44馳 駆 を使周する 鉄琴まき(a)･2)8 しか し Fi富まき(義-呈蔓こ鬼ら鈍 るよう墨≡プ 田 ジ ン ､ 誤 開 署8 も
i6
578毘 m gj検出で もホき い が ピ
- タが あ哲 ､ 琵発 雷0がア 晃 ㌔宅ラ ギ ン酸 紬 pきg13前を芝溶i賀しでむ､る 狩 が
経 っ き 撃 とわか るe
ffP L C でg)溶出位置捜索ラ ム と溶軽液量こよ 琴少 しず- p3異なるが ､ ぎ皇欝u執 ま 独 毛S O貰､ M 鳶もS8国､
彪 夢混合液 野瀦定 の 呈飼で ある o MeもS8N蔓豊彪野狩 直前に 溶幽 して い るo ニれ揺 ぎ皇酪 (挽き
-呈 をこ潜
をサるHyprog)溶出位置と重怒 っ て い るo ゼラ チ ン苧で ほ 琵 野 ぎO 揺関eも 0∋約呈5倍存在守 る の で ､
570n n で検出 したと して もそ の 強度捻 地 毛蔓こ匹敵する尭きき妄こなる昏 従 っ て ニ ン 巨 ドリ ン を佳
周 した場合､ 通常の タ ン パ ク構成ア ミノ酸分析摺g3溶離条件で はなく ､ H 発 和 と MeもS O 鞘を分
離できる溶軽食件を 剛 ､る必要が ある｡ LまⅩ旺 私ら7㍉乃報告捻 ニ ン ヒ ドリ ン を涌 い ℃ 通常鍔 タ ン パ
ク構成ア ミ} 醸分析摺 の解離条件で 溺定して い るの で ､ 鮎e毛S ON 鍔 ピ - タを芸はHypTO鍔 ピ
- 夕が
重な っ て い る と考 えられるo
Hyp警0と観eもSON の分離 のた めに生捧液ア ミ ノ 酸分析周Q3 グ芸 ン酸リチウム 系 の溶解液 を 鄭 与
る11)の 経 ､ ひ と つ の 方法で ある｡ しか し岡 - 装置 で通常の ア ミ}酸分析も行恋う場合も考えると ､
タ ン パ ク構成ア ミ ノ酸分析摺 の ク エ ン酸ナ トリウム 系の 溶離液を経える こ とが望ま しい B
こ の 研究で 絃反応液にO P 鬼を 劉 ､て ､ 琵yproが妨害する問題 を回避 したo OP 鬼叫 ま､ ニ ン ヒ ド
リ ン に比 べ 高感度で測定するた めの 方法で あるo イ ミノ 酸はそ の ままではOP ゑと反応しない の で ､
通常は反応前に酸化するが ､ 本研究で は ､ そ の酸化を行なわず に0㌘盈と反応 きせ る ニとで ､ 諾ぎ習君O
を検出しない ように したo
そ の 敵 通常約pH 3.3を 熟 ､る溶解液 のp琵 を望事8と低く して ､ 地 毛SO紺 と 彪pが完全蔓こ分解す る
ように した好ig暮 銑
以上 の 検討により ､ 望息1は に述 べ たH P L C条件を決定 した台 三 の 方法 で測定した標準液とゼ ラ
チ ン 分解物め ク ロ マ トをF短書 3 に示 した o
ゼ ラチ ン分解物の ように他 の ア ミノ 酸が多慶 に含まれ る場合亀､ 関eもとそ の 酸化物がそれ らに
妨害きれ るこ と無く分離 して溶出で きたo
こ の ように､ p- ト ル エ ン ス ]t,ホ ン 醸分解とO P Å検出g)組み合わ せ で ､ ゼ ラチ ン 率の 蝕 も､
はe毛S O監､ 蝕もSO柑 が同時に定塵できたo Meもの み でなく ､ そ の 酸花物も定量で きた こ とに よ野 ､
]姐eもの 酸才巨率がわ か るように なっ た o
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宅望き メ チ浄 ニ ン瀦定形 再現性
溺定の再現性を検証するために ､ 5種類沿 挽鎧ゼ ラチ ン妄こ つも､て冬営困濁窪 したo 2 固 形 洩定形
宰均鮭と範囲を習盈態重e 3をこ示 した8
Taもi昏3 民ep君8達態e払 込額 of 迅 e毛hioぬ 漁 連哲後 方 迅皇n漁毛皇8n
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(3ラ 酸化ゼラチ ン の メ チオ ニ ン とそ の 酸化物 の 定量
ゼラチ ン を過酸iヒ永寮によ哲酸化した場合 の ､ 遠酸柁東索漠度による 旋 毛とそ の酸化物 の 定盈
結果を Table4 に示 したo
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遠軽た永寮添加敦盛竃多くなるに つ れて ､ 独 毛含慶が減撃 ､ H e感O笈が増 えてを､るo 随 感0締 結
ニ の 条件で 結髪成 しなか っ た｡ 酸柁が逐むと線量が減少 して い るようで あ るが ､ 酎巳率が轟b･､ゼ
望8
ラテ ン でgyま 蝕 もS O警告量感還尭き旨ちた め､ 閲eも§0Ⅹg3固駁撃g3影響が強く 現れた恵考え られ る岱
醸絶ゼ ラチ ン に つ 旨､て の 閲eもの 鴻定は ､ 馳 nl労と高播らl豊き蔓こよる報告が あるが ､ 両者 とも塩酸
分解を して い る の で ､ 地 毛S O貰の かな撃 の 漆分が廻e毛に戻 っ て しま っ て旨､ると考え られ る8 M on
ま望き
経国時に 金敦 の 測定も行なっ ても与るが ､ その 厳か ら推瀦きれるM碧若者蚤を≡蛇 ペ て 態､ か 怒り 高旨､
結果に な っ て い る 白 菜 高静3きらg)報告で は ､ 酸柁ゼ ラチ ン 将 Meも含盈 の結果揺 ､ ア ミj 酸IeO朗環
基あたり亀4 - 5.0浅 基で ､ 換算すると58ji neiig前後と ､ Table3 g)Toもal塵と同 レ ベ ル 習 あ っ たo
ニ の こ とか ら､ 酸化ゼラチ ン の 地 毛含 量沸定で は ､ 塩酸分解妄豊適当で ない とわ か ･p3 恕 o
酸化処理 をして い ないゼラ チ ン で も､ 全て が 施eもで 揺恕く ､
- 部Me毛S O貰に酸托されて い た｡
Haya Bhiらめの精製された酵素タ ン パ ク驚喜こつ い て の 謝定でも､ 多く 形酵素をこ盤 い て 独 毛野呈O%近
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k:反応速度定数
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すなわち
王n(盈} T)=呈n毛鼻Bjh)＋ 感 /R 一 義削 R T(磨
盈好 : 活性才ヒエ ンタ ル ピ ー
AS: 活性化 エ ン トロ ピ -
kB : ボ ル ツ マ ン 定数
ゐ : プラ ン タ定数
R : 気体定数
kjTの 対数を温度の 逆数 に対 して プ ロ ッ トすると ､ ぎ痕9の ように 良い直線に なっ たo
傾きか らAH を,切辺から冶S を務めると ､
A H= 52'kJI m ol
～ l
(13keか/m oi
- i
)
感 - - 呈1 0J･ m ol
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･ K
-i
(- 26e盛 ･ n o壬
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野 紺 e nら射 場 ､ 分子量約60OOの タ ン パ タ質Re呈a xi私学 の 地 毛の義教花束索に よる酸化反応に つ
いて
友好 = ほ - ‡5kc盛 ･ m ol
･l 繕 - 3 5
Q
c)
畠ぎ = _ 2 5- - 30e al, m o壬
‾l
, 監
‾l 宅5 - 35℃ラ
の 結果を出して い .る 執 ニれ 絵本葡告 の健と良く - 致 して い る昏 こ の事か ら､ 轟8 - 8 配 で の ゼ ラ
チ ン申の 汲 もの酸化結 ､ ニ 狩 ような低分子塵タ ン パ 夕申の 施 毛と閉経魔の蔑応速度を持ち､ 感 が
比較的ホきい ニとから コ ン プ 啓 メ - シ ョ ン変才巳を伴わな い と考え らねる昏
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彼ら捻Rei ぬ 中の空つ の 鮎eも残基の2望- 望蜜Cで の 反応速度に対 し､
k = 3,4革まO
Ji･ m eま
di
･ s
-i
k-= 寡.5×18
-3t･ m o呈
vi
･ g
Tl
の債を報告 し､ 反応速度の速い 方の 馳 毛経もう - 方に比 戎 立錐障害重言少憩い と述 べ て P るo ゼ ラ
チ ン分子 中の 恕e七もそれぞれ存在サ る位置漆芸異なり も 分子 の 中心や来鴻 の テ ロ ペ プチ 車
中
付近にあ
るもの ､ あるむ 唱 Pm 書 鞄pぎ崩こ隣鼓して - ジ グクス 樺豊蔓こ巻き込 まれやすを㌔位置看こあるも野 と多
種多様で , 反応速度も異なる可能性が あるo 春海告で の AH ､
, 感 の 終発を使 っ て 細式か ら温度望5℃
で の反応速度 定数を求めると､ 6.尋 x隻8
-3i- m e呈
叫 l
･ s
≠ 1
とな撃､ 数量那 地 学Q)逮む勺夏応速度を緒 つ
観e如こ近 い健になっ 恵o こ の こ とからも 独 も捻ゼ ラチ ン 申で 平均的看こ立捧経書が少なを 磯 態 で存在
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し､ 醸才巳反応に コ ン フ ォ メ
- シ ョ ン愛育巨が介在 して』､ない と考えられる8 挺 し､ 実際g3ゼ ラチ ン
溶液で萎ま望3℃ と速紀 以皇で はゼ ラチ ン 構造g3変砥があ哲 ､ ニ 野望3驚 でぎ∋敦髄は実 漸直髪結異なる
と考えられる8
紹ラpff形 影響
独 もと過酸牝永素の 反応 - 節p胃の 影響 につ い て ､ プ リ - のR &もの 酸絶遠度揺pH 5- 轟で変わ らず ､
PH S.5 で速い
望)と報告きれて い るo タ ン パ ク賓申の 独 毛で 軌 魚肉タ ン パ 夕 で はpfi6･6と呂卓5で変わ
らず盟き､ Re王ax皇n で もpH 3- 8 での 変化は僅 かで あ る望尋)皇 い う韓告がある o ゼラ チ ン毒こ つ い で ､ 3逢%
過酸柁永素g3添加量e.in moy欝一 節l&毛in ､ 温度60℃ ､ 時間3O分の 条件でp斑5息 6息 7.i､ 8書 5 で反
応した時 の残存廻eも量はそれぞれ,25.3､ 絶 望､ 弘 7､ 望亀7fi mO掬 で あり ､ 三 のpH範囲で 捻pH毒芝
よる差は見られ なか っ たo 夢H 8.5 で の反応速度定数を ､ 8 - 1望8分間の 反応結果 形宅慧き式着こつ い て 招
プ ロ ッ トから褒める(F転iO)と ､
k = 7.0×10
T2
i･ m or
l
･ s
‾l (pH 8.5)
となり ､ pH5.5の場合とほ ぼ同じ簡であ っ た ｡ フ リ - のM 戚 こつ い て の 実数結果絃 ､ F量富.1呈の よう
になり ､ p琵による違 いが見 られ たo それぞれ のp琵に つ い て反応速度定数 軌
k - 6.7 ×1O
‾2
l･ m oI
-i
･ ぎ
-i (PH S.5)
k - 109 × 肝
2i･ m ol
vl
･ s
-1
(pfI8.5)
で あっ た彰 pH 5ぷ こお い て ゼラチ ン申とフリ ー で の反応速度が同等で ある こ とか ら ､ ゼ ラチ ン 率の
封etに結構違約な制約がなく ､ 酸化に 対 して フ リ - の場合と同 じ状態で存在 して い ると考 えられ
る8
Re王痕 nほより低温 で の 結果24ラで あるが ､ 立体棒害が少 ない ぼう野 馳 もが フ リ - の M e毛と同 じ反
応速度で あ っ た こともこ の推定に根拠を与えて い るo pH 8.5 で揺ゼ ラチ ン申で の反応速度が フ 1)
- の 場合に比 べ て 低 い e ニ の犀潟 と して は ､ ゼラチ ン 申の ア ミ ノ酸には朗 醜 の チオ エ
- テ ル墓鎚
殊にイ ミ ダゾ - ル 基､ フ ェ ノ … ル 基 , チ オ - ル 基 も ジス ル フ ィ ド基などの酸化を受持やず い 嘗能
義があ甲 ､ 特に前ニ者はpHが高い ぼうが反応 しやす い望8)の で ､ 過酸化永嚢捻 ニれ らと反応 して
観e毛に対する相対濃度が液少 した ことが考えられるo
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- 方､ 過酸化永素意芸ゼ ラチ ン申の架尊鎗含や童鏡の切断蔓こ帝費されたi顔ニ とも考ゑ られ るo
しか し､ p芝8.5で1望8分反応させたゼ ラチ ン の 分子量分布を､ 遍酸亨巳永寮を添加 しない で 同 じ条件
で処理 したゼ ラチ ン と比較す るとち ぎ短. ま望をこ見られ るようをこ愛育ヒ結尾られ なか っ た o
従 っ て ､ 本報告の 実数条件範帝内で 経､ 衆額縁今や童鏡の切断が起 こ つ てもちる可能性結慈む､と
考えら孝もるo 又 ､ 反応 した試料 利 己は u ずれも 地 毛S ON 絶境出き洗ず も 馳 感0 鮎葺きら喜こ醸首転さ
れてAa車S ON になる反応捻起 こ っ て い なか っ たo
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and wiぬ u毛(n o n- o xi 払 お 恵y血ogen peTO由ae一
綿 酸化ゼ ラチ ン の調製
3.2 で得 られた速度定数を建 っ て ､ ゼ ラチ ン資産 ､ 遠軽杷永寮濃度 ､ 反応時間を宕労浅春こ伐泉する
とそのゼ ラチ ン の 蝕 もの酸化塞が求まるo そ の ように計算された慶と2 息空で述 べ た実数条件蔓こ従
つ て 調製した酸化ゼ ラチ ン の 地 毛含量の健とを比較 したo 結果経ぎi蛋.13に示 した ようを三､ 各測定
健経理論曲線 の上 に良く乗 っ た o
ニの こと から､ 酸化ゼラチ ン の製造に溶 い て も醸すt:時の ゼ ラチ ン濃度 ､ 過酸花束寮濃度 ､
時間から 施 恵塞が推定できると考えられる8
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2 . 4 まとめ
ゼラチ ン申 のMeも及びそ の 酸化物 伽eもS O X､ HeもSO弼 を定量ずるため の沸定方蔭を擾示 し
たo
従来 の タ ン パ ク質組成ア ミ ノ酸分析法 を鍍う場合の 問題は ､ 第 主 にタ ン パ ク質の塩酸分解時に
触 嘉0Ⅹが 施 もに変わ っ て しまう こと であるo 第 2に 好 もe分離にお 狩る 施 藷SON と玉 野 雷Oの ピ
- ク の 重なり で ある窃 第2 の問題経生棒液ア ミ ノ酸周の 分離条件 を 郎 ､れば問題絃 なを
､が ､ 溶軽
液がタ㌢ パタ構成ア ミノ酸分析用と異なり､ 鼻緒開か か るの で ､ タ ン パ タ構成ア 篭}酸用 の労擬
条件で の測定が好ま しい ｡
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奉研究で 揺 ､ 第主 節 問題量三
-3 い て 捻 ､ 塩酸をこ代わ っ 号ダ ト}'レ 豊 ン 弟 プ汁泰 ン酸警 分解ず る三 と で ､
弛 も､ 蝕 もSO鷺､ 関e毛§0村 野回駁撃を良くする ニとがで き た白 第 望g3問題をこ う い て 捻 ､ 通常線虫
をこ郎 ､られても与る ニ ン 巳 ドリ ン ポ ス ト溶ラ ム 法を使わずに 号 ギ ミ ノ酸と反応しな い0 賢慮を検出に
鄭 ､て ､ H 搾 君0の ピ
- タ を無くす ことで解決 した8 草 して 独 毛S8河 野 ピ - タ 持す ぞ後に尭きく 顕
る 彪pの ピ
- ク g3と の 分離を完全にす るた めに ､ 藤野液g3夢Hを通常よ撃低く し恵B
こ の 方法を 鄭 ､て 酸化ゼラチ ン お よぴ第3次､ 第4次 挽G ゼラチ ン g〕濁定を行毎 っ た o そ しで 写
寅摺ゼ ラチ ン で 絃特別 な酸化処理 を行なわなくて も､ 弛 もが
- 藩酸柁きれ て班虚S8笈を生成 して
い る ニと ､ MeもS O 剛こま で酸絶するような強い責財と揺行なわ れて旨､ない ニ とが確認 できたo
Rie七の指数と して の 写裏金教ある い は金還元軽が簡便な方法と して 有効で ある ニ とがわか っ たo
しか し写真金敷 (金還元性 = ま蝕もが繰出きれない ゼラチ ン で も ､ 方法妄こよ っ て 鰍 ま異母るが ､
数押 n 軽度 の健 を持 つ こ とに注意する必要があるo
こ の 関 東測定法を 郎 ､て ､ ゼ ラチ ン 申の 地 毛の過酸化永索 と の 酸柁反応 に つ い て研究した o
反射 ま 独 もと過酸化永素 の 呈対 1 で 起ニ り 湖 東 と通観托永素 の それぞれの 黄塵に比例す る2喪
反応で あ っ たo ゼ ラチ ン 中 の Me毛は立体棒賓が なく自由に反応 できる状態に あると推定 した o 又 ､
ゼラチ ン 申で の反応速度 軸 琵5.O - pH 8.5の 閉でp琵毒こ影響され なか っ たが ､ 軽費予の は盛 の場合
軸 艶 5 での 反応速度 は速 い ｡ ゼラチ ン 申で 軸 Hが高 い と施e似 外に遥酸イ巳喪寮と反応ずる物質
があるた め ､ 見か け上 岡じになっ た と考えられ るo
実験により得 られ乾反応速度定数を伺 い て ､ ゼラチ ン酸化 の 時 の反応条件か ら鮎eも含量を推定
で きるが ､ 実務健と推定額経 よく - 敦 したo 実襲造 で絃多く の 要因が
す
Å っ てくるが ､ 反応速度定
数を 郎 ､て Meも含量 の 基本的な コ ン トロ 1 L7 ができる ことを示唆 して い るo
写真摺ゼ ラチ ン にお旨､て 蝕 も含量経重要な因子で あり ､ そ の 藍の 弟定と ､ 期待す る含量 のゼ ラ
チン を製造するニ とは ､ 必要不可欠な要求 であるo そ の 要凍に応 じるた めに奉研究結束きな意義
があると考えるB
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夢3撃 チオ
- jレと汐弟 舟 フ ィ ド
3書 1 経 琶め に
ゼラチ ン率 の写真性に影響を持 つ 物質と して ､ 活性硫黄化合物があるo シ ス テイ ン∈∈yS摺 ､
シス チン(CySS始 還元性 を持 つ含碇ア ミ ノ酸桁
- 穫習 あ哲 ､ 即 )写寅軽をこつ い て ､ 次g'3ように ､
微塵で も感度 ､ 押掛性などの 写 真睦に尭きな影響を持 つ と言われ て い るo
すなわち ､ 菊池捻1磯 黄噂感 で 経ゼ ラチ ン申のCyS 琵､ C嘗S§の ようなア ミノ酸残 基経 ､ 敢盈 で
感度に酵著な差を与えるで あ ろう ､ 文金増感で はCySS は塵と錯塩 を作野塵増感を抑制 し､ き ら
喜こC賢SS 措鮎 剛こ対 し良好な抑制性 を示す と述 べ て い る o 独 伊,
蓋鳩 酸化ゼ ラチ ン にC賢SH叉 経
cyss牽添凝すると､ 結晶成長を掃湖するこ とを示 した ci DickiI鳩 Onら 鴫 金硫黄増感にお い て
cysH ･ eySS を持つ タ ン パ ク質の添加が影響を持 つ と報告 した8
ゼラチ ン に含 まれるCyS志の 由来は ､ ゼラチ ン の 元 の タ ン パ ク質で あ る コ ラ
- ゲン で絃 なく ､
原料に含まれる異種タ ン パ ク で ある｡ 従 っ て そ の含量経観 の ア ミノ酸妄こ比 べ 非常に少なく も 轟ら
をこゼラチ ン の精製度が高い ほ どその含量は少なく な野 ､ 定量も困単に怒るo そ の た めそ荷 重資性
は言われ て い て もその 盈に関 して 結明醸に きれ て い ない .
タ ン パ ク質の アミノ 酸組成と して のCySH定量蔭や捧液中の遊離 のCyS Hの定量故蔓こつ い て は
多く の 額告があるが ､ ゼ ラチ ン 申のCyS三等はそね らに放 べ ると非常に含盈が少磨い た め豪農娃
韓寛で あっ た o DeCier eqら5栂 CySS を還元し､ CyS 琵と して ､ 放射痩ヨ
- ドア セ トア ミ ドと反応
後落合放射能を鵡定するニ とで ､ CySS＋CyS 芝を測定 した e 塾払込ち噂桧CyS諾 とCyS Sを醸すヒして
シス テイ ン酸と してH P L Cにより滞定した｡ しか しこれら方法揺CyS琵とCぎSSを区別して 測定す
るこ と捻出来恋 い o 又 ､ Aionら結閉 じ報告宙で ､ 毛髪のCyS琵淘窒鮭を参考に して , 5,5
才
一 ジチ 浄
ビ ス ほ- ニ ト ロ 安息香酸)(D T 甜B) 蔭によ9C;ySE の 定量を行なっ たB こ の 方蔭結線搾ぼ容易で
あるが ､ ゼ ラチ ン蔓こ含まれ るような微量 のCyS琵C3鴻定に適属す るに 絵問題盛宴あ撃 ､ DeCie 詑穐
ら7鳩 D T N B故に つ い て の 困駁撃 の 問題 を擾起t/た8 ニ の ようにゼ ラチ ン 申の∈嘗§H 書 CぎS Sg3憲
象は ､ 現在ま で清足 形行く方法を豊提案きれて い 恋 い 8
38
- 厳的にタ ン パ 夕構成成分 を して のC嘗SH 8 (考SS狩豪農揺 ､ 肴艶ぞれ を区別ずる 三と な宅線
量と して鱒惹きれて きた 8 実際eySHは生捧内で ぼCy§S と して分子内架橋をしで い る場合が多
く ､ 深境着こよ っ て相互をこ変換す るの で ､ アミ }敵組盛と して 経国 - に扱わ れて きた .
測定上 の 問題は塩酸腐 永分解で の回収率が悪態㌔と い う/= とで あるB そejた め ､ 安定な物質に し
て加東分解 し､ 豪農する方敦が取られた 卓 CySH ･ CySSを遍蟻酸酸才巨で シ ス テイ ン 酸と し ､ 塩
酸加永分解後鴻定する 鍔 がも っ とも - 般的で あるB M 8迫ら6) は ニ 招 方法 を涌 いて い るが ､ 前述 し
たようにCyS三 とCySSを区別 して鴻定する こと捻出采ない B eySS をCySH蔓こ還元 し､ ヨ - ド酢
酸と反応後魂永分解 し､ カ ルポ 卑シ メチ)i, シ ス テ イ ン と して 窓慶する方法もあるg 塩酸男日永分解
時に 高真空にするとeySS が安定で あると い う葡告8)もあるo 叉 ､ 塩酸に代わ っ て メ タ ン ス ル 添 ン
酸を用 い る方蔭9)も回収率を皇をヂるo これ らg3タ ン パク構成成分と して のCyS琵 ･ CySSを濁定す
る方蔭は ､ 含量が比較的多旨､場合の 方蔭で あり ､ ゼ ラチ ンの ようにCyS芝 ･ CySS含盈が少 ない
試料 - 適摺するに絃 ､ 感度や飽e)ア ミノ酸 の妨害の 問題盛芸あり発 しい ｡
遊離のCy呂H I CySSの朝露と して は ､ eyS H事 CySSのみ でなく ､ それ らを含む生棒液 の チ 汝
- Jレ 事 ジ ス ル フ ィ ド額を分離 事 定盤する方法が数多く帝告きれ て い るo ジス )i, ブ イ ド揺還元 して
チオ - 舟 とし､ チ オ ー ル をラ ベ ル 化 してH ㌘LCで渚定ずる方鍍が - 般的 で ､ そ の ラ ペ ′レ柁荊に多
く の提案がされて い る o
種々 の ラ ベ ル 化剤 の うち､ 豊岡らiOラが開発 した7- フ ル オ ロ ー亀呈,3- ペ ン ゾ浄卑サ ジア ゾ - ji, 一連- ス
)i,添 ン ア ミ ド醜BD-窮は ､ 永溶性 の試薬であるこ と ､ 反応が窃や かな条件 で起 ニる こ と ち 蛍光検
出で感度が高 い とい う特徴が ある｡ そ して ､ 妾離の ア ミ ノ酸に対し七だ狩で怒く タ ン パ ク質にも
応用され ､ さらに反応物が塩酸魂親分寮に安定であるニ とが きれ て い るまl)o
奉研究で 絵ゼ ラチ ン率 の チ身 - ) レ ･ ジ ス )i,フ ィ ドの測定を行なうた めに ､ チオ ー ル 狩蛍光ラ ベ
ル化期 鱒 Dぜ を用 い ､ ゼ ラチ ン溶液 と反応後親水分解を して ､ ゑ男D - チオ ー ル と して 琵㌘LGで分
離定量する方法を検討 した o ジ ス )i, フ ィ ド経還元 して チ オ - ル と して か ら定褒するた 臥 そ の還
元条件もあわせて擁討 した｡ そ してゼ ラチ ン 申e )チ 淳 - ]t/ 事 ジ ス ル フ ィ ドの 測定を行なうと糞妄三､
今ま で瀦定が行恕われて旨､なか っ たゼラ チ ン の 原料 ､ 溶出タ ン パ タ など関連物質､ 及び酸亨巳ゼ ラ
チ ン 鍔チオ - )i, 事 ジス 沖 フ ィ ドを瀦露した母 叉 ､ 奉鼓の 有摺牲 を高め る恵め ､ ゼ ラチ ン中 将按酸
3 9
嘉率分子量労務の湧定
も労で硬鋼 き艶てむもる装置 を摺を､る検討を行な っ た窃
3. 豊 実象
監望,i 挙党検出紅よるチ浄
- jL,とジ ス ル フ ･f 野禽盈の濁窒
結き試薬
cysH塩酸塩
一 束軸物 ､ ホ モ シ ス テ イ ン(HeyS臥 CySS 絵鞄 n 盈社､ 鬼迅B ぜ ､ 芝 チ レ ン
ジア ミ ン国幹健二ナ トリ ウム塩(E f)鴫 は闘だ化学株式会老
熟 ､､ 東経脱イオ ン 永を蒸留 して 用い た o
そ急き調製溶液
!3 ぞ丹態 の畿集結全て 特級品を
5n m ol鬼濫顎T Å
o.まn 舶 添ウ酸緩衝液(p茨9､ 窓DT 鬼 望gjiを鷺 娘 似 下 郷 こ緩衝液と言うう B
5m mo∽ CyS琵標準原資 (5淀 皿 OlmE D T 盈蔓こ静 観 冷凍保 劉 o
5m no抗 HCyS壬重標準原液 (5n molil 濫33T ゑに韓 軌 冷凍保存う 窃
劫 p m 由兄 穀倉標準鍍 :5m n崩兄CyS由 標準原液と5n n elilHCyS琵 標準原液を緩衝液 で番
釈o 使摺時に詞撃した ｡
8,13n m o3jl ジチオ トレ イ ト - )i,(33 でT) 溶液 (5m m olil 濫33T Åに擦 鼠 使周時に 調製∋ o
亀6n m o∽ Å丑D- F 溶液 (5m 轡IA E Dで盈に静 観 健 脚孝に詞 鄭 o
綿 試料
ゼ ラチ ン は挽 Gゼ ラチ ン ､ 及び ニ ッ ピゼ ラチ ン 工業綿製ア ル労 ジ舟 セ イ ン ゼ ラチ ン を招 い
た o
ォセイ ン 経由塞が異なる4種類及び ､ 30日間ライ ミ ン グを した 漆セ イ ン を用い た B
溶出成姦駄 まOo/oゼ ラチ ン帝液を5℃ でi昏分間ゲ郎ヒした 乳 i5℃恒温永槽申で ､ ゲJレの
1.5倍量の 衆で壬6時間溶 出したo 溶出液 を凍結乾燥 し､ 試料と したB
酸叱処 理ゼ ラチ ン看護次 の ように調製 したo 温塩処 理 したア ル 那 骨ゼ ラチ ン蔓こ対 し ､ e B 望､
o 儀 0.i 触 汲 Ollg 瑠ぬ ぬ の遍酸花束寮を添加 し ､ 68℃ , 急駿労力日温 敷 カタ ラ
- ゼ を凍 えて
凄8
残 J3た遍酸花泉秦を分解 した o 凍結乾塗 し､ 試料と し藍 窃
そ磨 蜂蜜
盈 : 2% 試料終ま (緩衝液き
態: 盈 の試料溶液に ドデシ]t,蔵酸ナ トi)ラム∈SDSき を8i5%､ 又 は塩酸 ダア = ジ ン を 6n 8iilに
なるように添加 した o
e : 試料i琶 に永 1dil と38% 硫酸溶液i威 をカ日え ､ 沸騰永洛中で ､ 呈時間魂熱る 少畳の3e%
永酸4ヒナ トリウム溶液 で率和擾 ､ 緩衝液 で全盛 を 58由主星こ し､ 榛経と し恵o 浄セ イ ン の 場
合捻試料10夢にi5%硫酸溶液望Om主知え ､ 沸慶永洛中で ､ i時間加熱 したB 少盈の38% 喪酸
化ナ トリウム溶液で 中和擾 ､ 癖 ウ酸緩衝液で重畳をる8niに した液をろ過 し､ 榛薮と した B
(5) ジス ル フ ィ ドの還元反応
検波 1ni に D T T溶液 8.望由1を加 えも 60℃1時間加熱 したo
鳩 チオ ー ル 基の 誘導体化と塩酸分解
検液 inl(叉 捻還元 反応後の 液全量= こ ゑB D- F溶液 1ni を加 え､ 68 ℃,i時間 (検液 c
の 場合揺30分間) 加熱した o 8m o∽ HC1 6ml 凝 え､ 艶気後ま0 5℃1 7時間加熱分解 した o ェ
バ ボ レ ー タ - で蒸発乾国後 液1温lに溶か し､ 琵P LC榛液と した o
又 ､ 検液 に規定量 の 混合標準溶液を添加 して 同様に処理 し､ 国定､
●
定量の 標準蔓こしたo
(7)琵P Le
装置 : 日立 6 55 盈-1望墾 (日立製作所)
カ ラム :王neTt轟iiODS･望 払6現 現 車 Xま50n m) (G Lサイ エ ン ス 襲)′
溶麻液 :A (分析 郵 ;0.ま5n oyiジ ン酸 - ア セ ト ニ トリル 毛96i壊滅
韓衛液 : B 犠浄 部 ;8.1 5n eyi リ ン酸 - ア セ ト ニ トワ ル (58i50vi功
議連 :1nymi汲
霞大慶 : 50p.i
検出 : 日塞 ぎi180 嬰蛍光検出器 ほ 立襲侍所) e濫 388汲 m em 580汲 m
デ ヤ タ処 置 : 日豊 D-望0 00聾 ほ 受製作所ラ
凄i
絶 望 訂腎検出欝をこよる溺豪
試薬: 鮮魚BH3∈国経彪dEich襲e
検波 :試料ゼ ラチ ン を緩衝資妄こ溶か し､ 4% 溶液蔓
こした 8
馳 B H凄に よる還元 : I)T Tによ る還元操作gj内 ､ 諺T
gTをN盈B H蓬毒…変えた o た だし ､ 溶液濃度は呈8
倍に した昏 最適条件の渡定の た め若干因子を変えて 実験を行な っ た
鰐昆B 琵昌C 討をこよる還元 : CySS標準液 i･8 nl に NaB 琵きeN 溶液紹8ngi5n 迅OiiiE欝警盈､ 軽済時
調製 8.2血 を混合 し､ 室温又 は6 8℃ で5 - 68分反応 した8 ま
- 6m 8yl塩酸溶液 iOm呈 を窺
え5分後等量e3緩衝液と混合 したo
肝 LC条件 : カラム でSE溜 elODS
-80 TS絶6m n 卓 X15On n) 膿ソ - ) ､ カラ ム 温度 逮8℃ ､
蛍光検出叢 RF-10 臨 場 浄製作所) ､ 紫外可視検出港 SP D
･呈0度酌轡 ( 島津単作所) ､
紫外検出 U V 375n 臥 デ - タ処 理装置 タ ロ マ トバ ッ タC
- R 5A (島津製拝所) 岱 カラム妄乙揺
- 部Ln na3il (4.6n m ¢ 冗IO 8m 取 P 態eno m ene芸社ラ を使属 したo
その 後の 条件ほ ､ 3.望.1と同
- 条件 で行な っ た o
3. 3 結果と考察
3 息1 蛍光投出によるチ藩 - ル と ジスjt, フ ィ 野禽盈の濁定
(1)還 元条件 ､ 直線性 ､ 回叡率
1恥 m o∽ シス テ ン溶液1m 虻 対し､ 設T T添加 量を ､ 王息 6長一13､ 望ぬ 表eほ 変えてeyS§
の 還
元反応 を行な い ､ そ の後誘導 射 ヒ､ 塩酸分解 ､ 琵P LC測定を したと ニ ろ､ 野痩1 の ように且馳 私 8呈
以上 で ピ - ク蛍光強度が - 定健になっ たe 従 っ て 還元反応の DT T盈 を 施 設 Oほ 決めた o 叉 ､
D T T濃度が8.1 喝inl では ､ ゼ ラチ ン申の か レシ タム含量が高い場合 には妨害きれて 反応
が違ま
なか っ た｡ CyS琵 の 戚 D ぜによるラ ベ ル - 応は ､ 呈望･5
- 望50夢 汲 Olの 広 い範囲好転惑 でCySH畳
とピ - ク蛍光強度の 間に直線性があっ たo
低分子 の Cy§H又 揺CySSの みで なく ､ タ ン パ タ率のCyS H 又 はeyS§が
三 の 条件で反応する ニ
とを線番するために ､ CyS琵含盈 ､ CyS S含盈が渡海 のタ ン
パ タ鷺をゼラチ ン溶綬皐芝密通目し､ 困
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Fi野. 望 羽 漉 Teia毛由ヨ盛毛療 もe竜野 蓉蓉n 喝嘱 嘘in e a m o嘘 盈弘達払拍 若e 怨nC eiabe i}&i轡 ･
轟逢
駿率を讃定 した 払 C軍SH含量既知 酌 タ ン パ タ と じ4 て 浄ポアJレプミ ン を ､ ej嘩S含盈が撃率 グラタ ン
パ タと して ジ プチ
- ム を稽旨､た壱 オポア み プミ ン 揺分子量約轟6080 で､ i分子 利 こC腎§Hが 壕残
基あるo 又 ､ リ ゾチ
- ム は分子 量約i 感08で ､ 呈分子中蔓こe野呂S表芸壕残量あ るB 漆爵ア)レプ ミ ン
ほCy§琵 ijl m Oij旨相当量 ､ リ ゾチ
- ム は∈ySS 望p m eli琶相当量をゼ ラチ ン溶液 - 添親 し ､ 還元 ､
ラ ベ ル 叱反応を行 い ､ 洩定 した凸 な 鼠 検液 に捻SBSを添親 した持 そg∋結果オポ アj レプ ミ ン の
cys E捻96%､ リ ゾチ
ー ム のCySS揺皇8逢%の 固駁撃で あ 4 3 た B 従 っ て タ ン パ 夕申g3∈yS琵 又 は
cyssが ､ 基本条件で反応する ことが藤認されたB
招き チオ - ル の種類と同定
ゼラチ ン を溺定した場合の琵PもCタ ロ マ トグラ ムをこ経ぎ痩 3細 に見ら艶る ように多く の ピ -
クが あっ た o ニれ ら全てがチオ … jレで 叡る の か ､ それ とも劉 の物質で ある の か を扱の ようをこ決 め
て い っ た｡
1 . D T 紺迅処理によりチオ ー ル 基を封鎖 した場合に ､ ピ ー タがなく なるか 8
2 . 溶出時間感電同 じ乾麺の チオ - ル がある かo
3 . 波長を変えて検出 した場合に ､ 蛍光強度の 変化が既知の チ オ - ル と同じか ｡
D T 甜B でゼラチ ン 申の チオ ー jレ基を封鎖 した擾 ､ ゑB D ぜ のラ ベ ル化 を行怒 っ て も､ 鞄 .髭Bき
に示すように ､ 多く の ピ ー ク がその まま残 っ て い たo 溶離時間約ま0分ピ
- ク のみ がI3T 陥処 理をこ
よりなく なっ たo こ の ピ ー ク がチオ - i/i,基で あるの で ､ それ 野間 定の た 捌 こい く つ かの チオ - iレ
の ク ロ マ トグラム と比較 したo Fig` 壕 に示すように ､ こ の ピ
ー ク は琵CyS 冨であるとわ か っ た o
な臥 こ のゼ ラチ ンに 絃CyS琵 の ピ ー ク絃検幽され密か っ た o
溶離時間5分に比較的尭き い ピ - ク があるが ､ それがチオ - Ji, の ピ - クで 恋い こ とを確認する
た 捌こ､ 励起波長を変えて 溺定 した o CySH ､ 芝CySH ､ グリ シ ン と比較 した蛍光強度 狩変化を
でaもle l に示 したo
cys望 ､ H CyS H結580
- 5望On野 に最大強度を示 し､ グリ シ ンは長波長倒で 強度が高く怒 っ て旨
与
るQ 帝都時間5分の ピ - タはそれ らと違 っ て ､ 短波長で強度が轟くな -3た o 従 っ て こ の ピ
- ク捻
チ舟 - iレで 揺なく ､ 又 ア ミ ノ酸で もない とわ か っ た歩
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C-yS 臥 HCyS HのH P LC タロ マ トグラム ､ それ らが榛出されたゼラチ ンg)H P LCタ ロ マ !- グラ
ム をFi富. 5に示 した｡ ゼ ラチ ン の場合は細か い ピ - クが多 い の で ､ わか哲 に( い場合は標 準液 を
添漉 したタ ロ マ 卜グラム と比較 して 目的の ピ - ク を確認 した｡
以上 の結果､ ゼ ラチ ン 中にはチオ - ル と して はCySH の み でな(琵CySffも存在するとわ か っ
たQ
(3) 反応溶液の 組成
通常 ､ タ ン パ ク申の チオ - ル の反応はタ ン パ ク変性剤 の 存在下で行なうの で ､ 反応 をSI)S又は
塩酸グア ニ ジ ン の 存在下 (検液b) で行なっ たe 叉 ､ 馳 迫ら8)はD T耀 によ る反応を硫酸鹿凍分
解後に行なっ て い る の で ､ 同様に硫酸親 水分解 (榛液e) を して 反応を行な っ た o CぎS臥
欝CyS岩 の 測定経巣を ､ Monら8)のD T N B による結果とあわせ ､ T盈bie望をこ示 したo
ほ とん どのゼ ラチ ン で ､ SD S存在下 で は最も低く ､ 硫酸分解の場合に最も轟い 燈を示 したo 塩
轡グア ニ ジ ン 揺SD Sよ哲強い変性邦 であ るめ で ､ 呂DSで は表面 に出密か -3 たeySH 招 - 海が塩酸
グア ニ ジ ン の搾周 で表 面托 し反応 したと考えらかノる¢ さらに ､ こ のようなタ ン パ タ変性剤で は表
面化 しないCySH があう ､ それ らを反応きせ るに捻 ､ 硫酸分解に よ当主鎖 を分解するこ と漆芸巌婆
で あ っ たと考えられる o ゼ ラチ ン 申の CyS琵が単にタ ン パ タ 変性禰では表 面絶 しない と旨､うニ と
か ら､ そ の 由来に は ､ ケラチ ン の ような強鰐な分子内架橋を持 つ タ ン パ タ漆芸含まれて い る麦推灘
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できるo Aionら8ラの 結果と の比較で ､ H CyS Hが多く含まれるア ル カリ骨ゼ ラチ ン(盗i 惑星窃蔓三注
目すると ､ CyS琵 とHCySH の 南方の 合計量が丑ぬラ漁ら の結果と同等で あっ た o 琵㌘もCの よう蔓こ
額身 の才E食物を分離 して瀦定する方法 で絃 ､ CyS琵 のみ に着目 して 朝憲するの で 捻なく ､ 勉の チ
オ ー )i,基を持 つ 化合物も軸定するこ とが重要 であるとわ か っ たo
(4) 硫酸分解 の 困駁撃
DeClereqら7)絃朗o私らの 硫酸分解に つ い て ､ 固駿率に閏鷺が あると報告 して旨､るB 若 こ で ､ 硫
酸分解 の方法 の 回収率を鴻定したo
規定慶のCySf!､ HCぎS臥 オ ポア ル プミ ン それぞれを㌔ ゼ ラチ ン醇験に添激 して か ら硫酸分
解をして チオ - ル の 定量を行な っ た場合と ､ ゼ ラチ ン溶液 を先蔓こ慈酸分解 し､ そ の後添加 して チ
オ - ル の 定量を行なっ た場合の添加 国数 率を濁窟したo 結果をT盈b呈母3 に示 した 8
ゼ ラチ ン溶液蔓こ添加 して か ら硫酸分解を行なうと ､ 回数率が尊か っ た が ､ 硫酸分解 し髭複添激
した場合は王OO %の 回収率で あっ た 8 又 ､ 嚢には示 き密か っ たが ､ これ らC野S苫､ 琵∈yS琵 ､ 浄ポ
5 8
アiレプミ ン に つ い て ､ ゼラチ ン 恕ヒ狩 系で硫酸分解を した場合g3国駁撃綾里88 % であ っ た o
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この 結果か ら ､ 単量こ硫酸で分解する こ とや､ 硫酸及 びそ の 中和による塩の存在看≡より 回晩翠が
下がるの で結なく ､ ゼラチ ンg3存在下 で硫酸分解を行なうと回収率が下がると い う ニとが わか っ
たo すなわ ちゼ ラチ ン申にチオ ー )i, の分解 を促進す る物質があるとい うこ と毒こなるo
硫酸分解で 捻低分子慶の チオ - JL, の み でなく ､ タ ン パ ク (オポ アjL,プ ミ ン) のeySHも
∠ し
て しまう ことがわか っ た o 当然ゼ ラチ ン 申の チオ - ル も分解 して い ると考えられ ､ それ だ行淘豪
儀結実際より低 い健と推沸され るo しか し､ 前項で述 べ た ように硫酸分解妄三よる鴻窓軽重芸SDSや
塩酸グア ニ ジン の ような変性期 の 存在下 より大き い瀦定健 で 轟る とい うことは ､ ゼ ラチ ン 申の チ
汝 - ル 書 ジス ル フ ィ ドは硫酸分解で初 めて 表面 に出てく る ような､ 登捧障害の東きを､､ か怒り反
応しにくい 状態で 存在 して い ると考えられる¢ ニ の ような反応性が低 い存在状態の チオ - Jレ基経 ､
実際の 写真性に対する影響も低を､と考えられ るo 従 っ て ､ ゼ ラチ ン溶液そ のままで 反応きせ瀦定
したチオ - ル 書 ジス )i,フ ィ ドの 数値の方が ､ 写真性蔓こ対する影響 を反映 して い ると考え られ る昏
紘) 各種ゼラチ ン 申の チオ ー ル ･ ジ ス ル ア イ ド
発 3次Ⅰ鬼Gゼ ラチ ン を試料と して ､ チオ - Jt, 書 ジ ス ル フ ィ ドを朝憲 した 8 瀦蜜揺硫酸分解をし
て還元 ､ ラ ベ ル粍反応を行な っ た o 結果をメ チオ ニ ン醸ずE 率好結果とあわ せて ､ 警盈恕ie 凄妄こ示 し
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全て の ゼ ラチ ン に共通 して ､ チオ - ル より ジス )i, フ ィ ドが多か っ たo チオ - ル の 方が反応性表芸
強い の で ､ 容易に酸化され ジス ル フ ィ ドに変化 して い たと考えられるe チ藩 - ル ､ ジス ル フ ィ ド
の 存在形態で 分けて裁定する こと絃 ､ それぞれ の還元性が異なるニ とか ら尭き怒意味が ある宙
酸化率との関係で は､ 同種 のゼ ラチ ンで は ､ チオ - ル ･ ジス ル フ ィ ド薬 に 篭 酸化の経度が 轟を与
寿が量が少なか っ たo それ経酸才ヒ蔓こより シス テイ ン酸に まで酸才ヒきれ藍と考えられるo シ ス テ イ
ン酸に つ い て 経今回璃定を行なわなか っ たが ､ CyS Hの 愛イヒを遜 っ ても与く上 で その 灘定紋重要 で
あるo ゼ ラチ ン の タイ プで 見ると 号 酸処理ゼ ラチ ン より ア]i, カ 1) 処理ゼ ラチ ン の方が ､ チ オ
-
ル ･ ジス ル フ ィ ド含量娃少ない o チオ ー jレ ･ ジ ス ル ア イ ドを含む 魚種タ ン パ クが ライ ミ ン グによ
り減少 した と考えられ る8 芝CySH ･ ホ モ シ ス テ ンく琵ぢyS熟 ま骨ゼ ラチ ン に貴通 して 見られ ､ 特
にア ル カリ骨ゼ ラチ ン で 絃CyS 琵･ CySS より多く含まれ るo 怒e3yS H結メ チオ ニ ン の代謝物 で あ
るの で ､ もともと存在 して い た 可能性もあるが ､ ア jレカ ヲ骨ゼ ラチ ン蔓こ多を､ニ とか ら ､ ア J レ溶 ジ
処理率に メチ オ ニ ンが変化 した とい う可能性も考えられる8
5望
第逮夜汲 Gゼ ラチ ン に つむ
､で ､ 試料 を硫酸分解 しな旨 噸 督と分解 ほ 場合 形 象件で裁定 した 8
結果を官員ble5(盛 儀 酸労解なしラ と ､ 腎汲態呈e 馳き 儒 教分解あ撃き墨≡示 した8
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ある¢ 叉 ､ メ チ浄 ニ ン 酸絶翠玉3き を嚢中に示 した Q
各社 の脱塩処理あ哲 ､ な しを皇ヒべ る と､ 殿塩処理を三よる違を 増 尾ら艶密か j3 急 啓 選 ､ メ - 藷 -
をこよ っ てHGyS§の 含最盛琶多い とこ ろ､ 少な旨竜と 三ろが 結 っ き暫 してを､藍 ¢ 晋盛込 霞若盈きと 警急転換
5(bきを放 べ る と､ 硫酸分解 した場合 ∈Ta態Ieさ(扮3揺 ､ 分解 しなむ､場普 f.警畠転畳替5(挽きき ょ 野 チ藩 -
)i,経堂終に轟い 健であ っ たが ､ ジ ス ル ア イ ド捻同程度かむ しろ乾 い健を示 した 8 B 習晋蔓芸よる還元
反応が硫酸及 び中和 による塩 の 存在 に よ弓妨害きれた と考えられるB
第 3次王鬼G ゼラチ ン の結果秤汲も払避と狩 比較 を､ 硫酸分解を行なっ た結果 (晋適量鐙 5宅緋 を伺
いて行なう(Fi夢.6)と ､ 第3次王ゑG ゼラチ ン の場合は ､ 酸化率が高い 方がチ藩 - iレ 8 ジス Jレフ イ ド
含量が少なか っ たが ､ 第 4次王鬼G ゼ ラチン では その棟内結尾られ 恕か っ たo た とえば､ 貌塩処理
なしのゼ ラチ ン ､ 琵i6887と監G連語望望を比 べ ると ､ 後者 の寿が酸化率が高 い が ち チオ - ル 書 ジス
)レフ イ ド含量紘多い . 叉 ､ 第 3次 鮎 ゼ ラチ ン で 揺ア ル カリ骨ゼ ラチ ンをこ三CyS琵が多か っ た 軌
その ような腐肉も見られなか っ たo CySSの 慶は第3次王ÅGゼラチ ン と同様をこ酸処理ゼ ラチ ン に
多か っ たo 第4次王AGゼラチ ン の ア ル カリ骨ゼ ラチ ン蔓こ捻CySH ･ CySSが第 3次王ゑ提ゼ ラチ ン 招
ア ル カリ骨ゼ ラチ ン よ哲多く存在 した B 第 速 決王慮Gゼラチ ン 揺イナ - トゼ ラチ ン と い うニ とで ､
精製度を上をプたゼ ラチ ン で あるが ､ それ よりも第3次が少ない の 絃 ､ 襲造 か ら の経過日敦が畳も､
の で ､ 自然酸化によ っ て減少 した と考えられ る｡
≡まあ3T叫 ま第4次王鬼G ゼラチ ン のC3感琵 を､ 腰 D -ぎに似た蛍光試薬の 7- フ jt,漆 ロ -盟,1,3- ベ ン ゾ
オ キサ ジア ゾ - ル せ ス ル ホ ン 酸ア ン モ ニ ウム(SB D-約lき)を潤 い て 定量 した o 彼はSB S-ぎと の反応
擾､ 特に各チオ ー ル を分際する ことなく反応溶液の 蛍光強度をぞ の まま瀦定して ､ CyS 望禽盈と
して い るo そ の結果絃平均19ppm 紐55nn oilg)ち 瀦豪儀 の 範囲詩 - 53押 m 紹8 - 逢3 ぬn o噌 と本研
究に 比 べ るとかなり高い溺定健 であ るo 瀦定儀が高 い 第ま の 原因 と して ､ ゼ ラチ ン 申の他 の 不純
物がSB D ぜと反応し､ 蛍光をもつ 物質を生成 して い る可能性があると考えるo 盈丑D - FQ3場合 ､
3温ま紹)に述 べ 恵 よう毒こ､ チオ - jレともア ミ ノ酸とも異なる蛍党物質がH 警LCで検出きれて を篭る窃
§BI)ぜ 絃A B33- ぎ より反応性経敬いi8きと常磐され て い るが ､ 同 じような可能性捻あるo 代表的
なア ミ} 酸に つ い て絃妨害の有無を確認 して あるが ､ そ艶だ 緒で 綾なく ､ 飽狩蛍覚物質が生成 し
ない こ とを確認する ことがあ要 と考えるo
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雰2 の原田は ､ CySHと琵eySHを区別 し貰 い 怨も､ニと蔓芸ある缶 本研究量こよ撃ゼ ラチ ン率を芸揺
控CySHが少恕か らず含まれて い る ニとがわ か っ た が ､ そ 狩H eySHとSBf3
- 野とg3反応生成物 の
蛍光強度はe鱒fiの釣鐘 鮮6)であるB 従 っ てB CyS琵を∈賢S琵と して 計算すると4倍鐙高い 倍量こな
るo 叉 ､ そ 招 ことにより ､ ゼ ラチ ン間 の チオ - 舟 蓋 の盈比 が藍確 ではない とい う問題がお ニるo
eysHとHCyS告の 量比萎まゼ ラチ ン によ っ て違うの で ､ こ れ らを分離定量 し短い とチオ
- ル 義持
畳の 比瞭f,豊不 藍藤になるo 分鮭漁汚がない の は簡便で はあるが ､ これ らgj問題 を考慮 して 結果を
見る ことが必要 で ある¢ 又 ､ この方鍍結CySS を憲盈できない o G冒SS 揺eyS琵の酸孝ヒで生 じ､ 写
舞軽量こ大きく影響する物質なの で ､ そ の 洩定は重要 であるe
綿 オセ イ ン
ゼ ラチ ン に含 まれるチオ - ル ･ ジス ル フ ィ ドが原料段階で どの軽度含まれ るか ､ 由来が異怒る
4種類野オセ イ ン及び ､ 30日間ライ ミ ン グを したオセイ ンに つ い て ､ チ身
-
プレ ･ ジス ル ブ イ ドを
定量 し､ 結果をTable6 に示 した o
警abig6 T he e onfe鵡 ofihiol8 and diBui&de sin o 轟昏ein(汲 m 9yg)
Type CySH CySS 琵GySH HeySS
‡ 鵬 畠e n 310
‡Ⅰ o 畠昏ei n ま0 70
王‡王 o 8 8e n 15望0
ⅠV o s 紀 辺 157O
腎 呈由膿盈os 8 ein 連星
33 ま8轟
768 i5
望018 望望
1 758 望望
望2
3写
オセ イ ン に絃ゼ ラチ ン の数1 0倍の レ ベ ル のCyS H書 CySSが含ま絶ても､た o ライ ミ ン グを した
舟セ イ ン で接 も ゼラチ ン と同 じレ ベ ル に 怒 っ て い る の で ､ ライ ミ ン グ書こよりey§琵 ♯ 毛海S Sを含
む異種タ ン パ 夕が取り除かれる とい う効果絃明 らか で あるo - 方 ､ 琵CyS琵 事 琵CySS萎まど狩 試料
で もゼ ラチ ン と同 じ レ ベ ル であ るe 原料段階からある経度の レ べ)レで存在 し ､ ライ ミ ン ダやその
後の 処理 による増嬢は経と ん どない と考 えられ るo
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締 ゼラチ ン 清拭成分
ゼラチ ン 中将 チオ - 舟 事 ジ ス ㌔レ フ イ ドを含むタ ン パ 夕が ､ ゼ ラチ ン ダブレか らの 溶出成分率蔓こ含
まれるか どうか ､ 溶出成分中野 チ淳 一 ) レ書 ジ ス J レフ イ ドを朝憲したo 試料を芸経 ､ CySH 暮 eyS S
が比較的多いゼ ラチ ン ∈王) と琵CySH 書 HCySS が比較的多いゼ ラチ ン (琵ラ を選ん だ8
結果をT毘もIe7 に示 した o
T盈もIe 7 T hg eo nもe 醜 efもhi8lB a n達 ぬ 滋急速e 自主n s oほ a盛 o n(n noyg)
物 e
CySfI CySS 吉CySE 琵CyS S 警 振 返 Bi8滋患由昏
W くB) (Gラ (Bき 宅逸ヰeき 宕B幸33)
gel鼓畠n 4王 91 2望
8 01&a c毛由 n 3望望 複6望 望2
Ⅰ王
38
野1a転n O 41 2 2 89
日ol良a虎ion 9i 24各 44 81
63 9 王
3 舶 鍾9望
望望 呈38
i35 32 9
オリ ジナ ル ゼラチ ン に 比 べ 溶出成分申で は ､ CySH 事 CySS が約7倍の含慶で あ っ た o 溶出成
分はゼ ラチ ン の低分子 亀成分が 主体 で捻あるが ､ その他ゲル 化しない 異種タ ン パ タも含まれ ると
考えられ るo 異種タ ン パ ク 由来 のCySE ･ CySS が溶出成分によぅ多く含まれ ると い う ニとか ら ､
異種タ ン パ クは溶出きれやすレ､と言え るo た だ し､ 溶出成分慶繕ゼ ラチ ン蔓芸対 し量%腿 下 毛書 :
0
.8%､ 怒 :8.5%) なの で ､ 溶出したeySH ･ CyS §は､ 全体の 逢 - 6 % と見積もられ ､ 大部分娃
ゲル 中に残 っ て い るo
一 方 ､ 三CyS吉 事 茨CySS含量は溶出成分中でもオリ ジナ ル ゼ ラチ ン と ほ とん ど同 じ レ ペ 舟 で あ
つ た o この こ と捻 ､ HCySf!書 芝GぎSS絃低分子 で存在す るの でなく､ ゼ ラチ ン 本俸蔓こ存在する､
即ち ､ ゼラチ ン の童顔 のメ チオ ニ ンが脱メ チ ル 柁きれて琵CぎS H蔓こ変化 した と推測きれ る｡
繊 酸叱ゼラチ ン
ゼラチ ン の 酸化処理 によ っ て チ オ - ル とジス ル フ ィ ドも酸托 し､ 含量表芸少 恕宅なる とい わ絶て
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い るが ､ 実際に酸絶の 経度 を変えて 瀦姦 した濁告萎まなil､忌 峯研究で は酸柁g3軽度 を変ぇ髭試料を
讃襲し､ そ の チオ - プレとジ ス ノ♭ブ イ ド含豊を卓臆 したむ
酸柁処理におをサる過酸把東素濃度と酸柁ゼ ラチ ン 鍔 メ チ才 芸 ン酸亨巳率､ 草 津 - jレ､ ジ ス jレヲ イ
ド招 宴盈経果をTaも呈e8 に示 したo
Table8 T もe c 8nもe虚 ofもhioIB a nd ぬ 成長遠e 轟皇n o由彪 芸edgぬ も皇n(汲 現 ey盛
馳 02 n eもhio ni温e
(n m o暫賢一 e盛ぬ お n
富ぬ 畠由 raぬ(%)
CySB eySS ECySH HCySS T hio3B i)iB;盛最速e畠
宕ぷ 樋) (Gラ そDき 宅速＋Cき (澄ヰDき
0.0 0 6 58 ま轟9 37 1O複
0,0望 4 3 58 ま5冒 舶 184
0.0 6 74 50 王40 ま畠 59
0.且守 93 4ま i望逢 i5 呈5
95 望5望
9 種 望6O
6轟 i 99
56 139
過酸花束索0.2%の 処理 で絃処理 なしと変わらない が ､ 濃度をよをデて い く と酸絶された o 特妄こ
H CyS 琵 書 HCySSが酸花程度が東きく ､ HCySS 絃86 %(1'O4n n oyg率89温 血 8y欝) 漆芸酸托きれた o
CyS琵
暮 CySS は酸叱きれ にくく ､ CySH の30% (58n n oy夢中17温 m O鞄) ～ eySS野里7%
如 9n m o鞄中空5n noljg) が酸化きれただ狩だ っ た o こ の違い 結ゼラチ ン 申で の 存在形態にあ る
と考えられるo HCyS三 ･ HCySS捻ゼ ラチ ン 重鎮にあっ て反応 しやす い のを乙対 し句 CySH
暮 C野SS
をま構造をも っ た異種タ ン パ ク平にあり立体障害の ため反応 しにく,い寮態にある 三とか らも 酸化反
応も受けにく い o 定量操作で は硫酸分解 を行なっ た の で ､ 隠れて い た反応基も顕在才ヒしたが ､ 酸
化反応経タ ン パ タ変性邦も使わず ､ 通常の 東溶液で の 反応怒の で ､ 非常に反応 し蔓こくも㌔状態で あ
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ァj凍素才巳添 ウ寮サ ト7j タ滋蔓国包選H3G減量㌫つ い で検討 した昏
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しか しDT警に比 べ ると ど - ク面積捻約半分 (回収率約50% )で あっ た昏P琵調整が多も
､ニとと困
窺率が蓉 い ことで ､ D 習ぎと比 べた感度逢分のまに乾嘗 した o 濠た変動孫数 ∈ぢ腎%き率冨､ E3警官狩 場
6 凄
脅蔚iO %に対 し､ 鰐 盛 技3C封で 捻約凄0 %と再現性が整く な っ 浩が ､ 反応が達を
､野 と操作が 参ら篭恵
めと考えられ るo 琵営LC 捜溶解液盈の み の イ ジタ ラテ ィ ブタ溶拭で連続して 溺露背 きた ｡ 轟普盈
g)場合絃D 管警喜こ代わ る還元邦 と して軽周珂患で あ っ たが ､ 縫合約を≡見でD 警官g3寿が優れ て い た
狩で ､ D ででを使 っ た場合で のイ ソタラテ ィ ツ タ溶幽の可能性を検討 した尊
宅3)D T 還元 した場合のイ ソタ ラテ ィ ツ タ韓幾
還元にD T Tを 熟 ､て ､ カラ ム の 洗浄を しない で測定した時狩 妨賓 の有無を綬討 した 8 ゼ ラチ ン
の 測定をこお い て溶解液見で60分ま で溶出させ た場合 ､ 蛍光擁蝉で捻38分村近 ､ 紫外検出で 穏望5､
3臥 35分村近にチオ - ル で ない ピ - タが出た｡ ニの 結果から ､ 試料の 隆見 開隔 を48分と して ､
溶解液ゑのみ の溶出で連続 して 注克 したが ､ 28試料注入 して も潮定を妨著す るピ
- タ 捻出なか っ
た ｡ この ことから ､ D 習でを 劉 ､て も試料注入義春こカ ラ ム を洗浄す る必要綾 なく ､ 短日皇国溶解液
を取り替えて 洗浄すれば十分で ある ことがわか っ た ｡
(凝ゼ ラチ ン の分析
cysH等の含有量の違うニ種類 の ゼラチ ン(甜P
- 34991､ S-72071ラを 剛 ､て ､ 3息望 に示 した方
蔭で換り返し測定を行なっ たo
5固 の朝憲の 平均値と標準偏差をTaもie9 に示 した o
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<ま5
ゑ- C:CySS 63 7 5 33 儲 慧3
- 戯
B-e:EC賢S§ 47 逢O 3
-5 <i 5
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頭定軽 ､ 標準偏差艶 蛍尭授幽と紫外境地授章濁等 形 軽で あ
33 たo じか し日野検地捻境 出限界が
轟旨､の で ､ 軽蔑豊 のe欝S臥 H CぎS H捻検出垂れ毎か っ た o 検出限 界を予をヂる 狩 は ､ 琵P ㌫∈摸液中
の反応物濃度を高める調整法 - g3変更と ､ (3 息 望蔓呈ききで述
べ た溶軽時間g3短蒋 で 河鹿と 考えるo
Ⅰ鬼Gゼ ラチ ン の琵16888とR 53677をこつ い て ､ 間取 こ蛍覚検出と紫絡検出 で鴻志 した o
結果をTaもie18 に示した白
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蛍光検出と紫外検出は同等 の結果で あり ､ 前述のTaもまe5(a) の結果ともよく
- 致 した o
分析 した どのゼ ラチ ン にお い て もCiSS､ 琵CySS等 の ジス ル フ -! ド含盈は ､ チ オ
- ル含慶よ甲
高く ､ CySH の 定量だ 狩で なく ､ チオ
- か ジ ス ル フ ィ ドの 分離定量の重要性が藤 萎れた o 写轟
性 - の 影響 を把握するために ､ 本法によるチ オ ー ル 事 ジス ル フ ィ ドの 国曝露盈萎ま有済 であるo
3 , 魂 ま とめ
蛍光修飾試薬盛男D -ぎを 鄭 ､るH P LC によ姿､ ゼラチ ン 申の チオ - ル と ジス ル フ ィ ドを定慶 したo
チオ - ル をゑ畠D ザによ っ て修飾 した後 ､ ゼ ラチ ン を塩酸分解する こと で鬼畜D修鋳 チ浄
- 妙 に 分
解 し ､ fiP LC により各チオ - ル を分解 ､ 蛍光検紐蕃で検出定慶すると い う方法 である8 叉 ジスjレ
フ イ ド接33 T Tによ っ て チ オ
- ル に還元 し ､ 同様をこ定慶 したo
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ゼラチ ン の瀦定で ぼチ身 - i レ以簸でも蛍光検出蕃 で検出きれ る物質が あJ3たg3で ､ B T 討嘗と の
反応や検地波長を変えるこ とによ甲チ 浄 - ] レか どうか を確認 し恵 o
ゼラチ ン 申の チオ ー Jレ ･ ジス ル フ ィ ド揺 ､ 単怒るゼ ラチ ン溶液 では反感は十分進まず､ SDSや
塩酸グア ニ ジン な どg)タ ン パ タ変性斉細 存在予で も反応ほ完全 では なか っ た 8 硫酸分解妄三よ -3 て
より反応 しやすくな っ たが ､ 硫酸分解時毒こお妄ナるゼ ラチ ン 野 存在穏 ､ チ 浄 - j レ ♯ ジ ス )レヲ イ ドの
回叡率を低下き せた o
ゼラチ ン 平にあるチオ - ル として ､ シ ス テ イ ン 以外をこホ モ シ ス テ イ ン の 存姦を藤諾し ､ 多く 符
ゼラチ ン で ホ モ シ ス テ イ ン含量が多い こと ､ 及び ､ チ浄 - )レ蔓こ放 べ ジ ス ル フ ィ ド含量が多 い 三と
がわか っ たo
又 ､ ゼ ラチ ン原料 の オセ イ ン で 結 ､ ゼ ラチ ン 申の 数i8倍の シ ス テ イ ン 事 シ ス テ ン が含 まれ て い
て ､ それ がライミ ン グにより減少する ことを確認 したB ホ モ シ ス テイ ン 事 ホ モ シ ス チ ン は身セ イ
ン中でもゼラチ ン と同レ ペ Jレであっ たo シ ス テ イ ン 暮 シ ス チ ン が含ま れる異種タ ン パ ク がライ ミ
ン グに より除かれ ､ ホ モ シ ス テ イ ン ･ ホ モ シ ス チ ン はゼ ラチ ン本俸に存在する と推溺きれたe
ゼラチ ン溶出成分に経シ ス テイ ン ･ シ ス チ ン含量がゼラチ ン 申より多か っ た が ､ 東部分はゼ ラ
チン 中毒こ残 っ た｡ モ シ ステ イ ン ･ ホ モ シ ス チ ン含量絃ゼ ラチ ン 申と同等で あっ た｡
酸化ゼ ラチ ン 申の チオ - ル 暮 ジ ス ル フ ィ ドの 裁定で結 ､ シ ス テ イ ン ･ シ ス チ ン 揺醸柁きれ にく
く ､ ホ モ シ ス テ イ ン 書 ホ モ シ ス チ ン 捻酸陀きれやす い とわか っ たo
異種タ ン パ ク由来の シ ス テ イ ン ･ シ ス チ ン 捻 ､ タ ン パ ク が構造を持 っ て い て 立体障害持 た め反
応 しにくく ､ ホ モ シ ス テイ ン ･ 示 モ シ ス チ ン がシ ス テ イ ン 書 シ ス テ ンをこ比 づて反応 しやす n 招 経
ゼ ラチン 主鎖に 存在するた めと推沸されたo
本研 究で は ､ J W D- F法をより軽 いやすくするた 捌 こ､ 多少感度は低下するが ､ 艶頗 の琵P L C装
置､ すなわち紫外検出器を使 える方法を提案 した o
ゼラチ ン 申の チ矛 - ル ー ジス ル フ ィ ドは微量 で変化 しやす い物質 であるた 栂 ､ 日常的に安定に
定慶する には ､ まだまだ操作が多く 問題が多 い が ､ そ の 定量0)方向を示 した と考えるむ
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6 畠
凄ふ1 ゼラチ ン申の瞥
療に 絶遠 元性があ野 ､ そ 鍔 硝酸銀と の 反応ほ良く知 られ で い るが ､ ゼ ラチ ン 率を芝存在する鎗蔓･=
っ いて そ の写真作用 に つ い て の 研究揺少 ない 昏 そ の 療韓 の - つ 揺ゼ ラチ ン 率鍔 療が ､ 還元性を持
っ て存在する の か ､ そ の 量は どの 軽度か が ､ 朔定きれて ニなか っ た ニとが挙をヂら艶 るo fj濁奉ら揺
電尉転学的方法によぅ ､ 還元軽鰭 の 塵を溺定lきし ､ 糖含有澄と化学熟成時 の 金増感蔓乙お狩るカプ
リとの 間に 正 の相関があるこ とを見出 した望)0
ゼラチ ン申の 鎗絃 ､ そ の 由来は大きく 3種類考えられるo 第王 揺ゼ ラチ ン鎖に結合 した糖 ､ 第
2妄淫コ ラ - ゲン 組織に由来した療 ､ 第 3に核酸由来の鎗があるo
i . ゼラチ ン 分子鎮に結合 して い る糖
i i
Gal - 琵yly8 Gic
- Gal 一 望ヲ海B
2 . コ ン ドロ イ チ ン硫酸とそ の タ ン パ ク結合部位の 騎
手
- (GieUゑ … G 舶 n - G 甜 Å - Gal- G後l - 鞄 ト 鮎3T
G盈i: ガラグ ト - ス ､ GIc: グル コ ー ス ､ GleU 鬼: ダノレ ク ロ ン酸 ､
Gaま封鬼g :討･ ア セ チJレガラク トサミ ン ､ 貰yl､: キ シ ロ
- ス ､
Hylys : ヒ ド ロ 考 シリジン ､ Se t :セリ ン
ゼラチ ン の 元 の タ ン パ ク で ある コ ラ - ゲン萎ま
- 種の 醇タン パ クで ､ 土妄こ示 すように分子療に ガ
ラク ト - ス(G盈冶と グル コ ー ス(G k)が爵合 して い るo そ の 結合様式 乱 Gai の還元基 とタ ン パ 夕
の ヒ ドロ 卑シリ ジン の永酸基と の グリ コ シ ド結合で あるo そ の G 威 に Gie が結合してら､る場合
もあるo 従 っ て こ の種 の擦 の葦元基は遊離 の形で は存在 しない o
コ ラ - ゲン観綴蔓こ由来 した勝と して萎ま､ 皮膚や骨などの 結合線接に経多くg)プ 田 テ 浄 ダリ涛 ン
69
盛樋 野 ､ そ の瞥鎖鍔 ダリ ョ 骨 ミノ ダリ カ ン毛G鬼霞きがある窃 皮膚 鍔 G盈G と し苛 は ヨ ン ドE
3イ テ ン
豪醸宅C済き率デ ル マ ダ ン 硫酸が多宅 ､ 骨を≡ぎ蓬 e 払S が多い o ニ a)瞭鎖穏分子内蔓芸多くあ る マ イ ナ ス
荷電でゼ ラチ ン療と結合 して い るが ､ ゼラチ ン 自身 の保護
コ E3 イ ド軽もあ っ て ､ 分離が因 襲で号
の多くがゼラチ ン 率に入 J3 て きて い るG ニg3鎗鎮も還元末凌が プ 冒 テ 牙 ダリ 潜 ン g)タ ン パ タ部分
群セリ ン と グリ コ シ ド結合をして い るg)で還元性は持たない 缶
結合線績に は他 の鎗タ ン パ タも存在するが ､ 郎 )申g∋哲も還元塞が結合妄こあずか っ ぞ い るg3で ､
還元牲ほ持たない e
核酸由来g)醇は精製量こより除か れる の で ､ 多く 結露寝 しな い と考えられ るが ､ 同 じ核酸由来で
ある塩基 の アデ ニ ン ･ グア ニ ン に匹敵する畳 ､ すなわち - i 8pj欝は混Å して い る可能性揺 あるo
しか し核酸率で 経やはり還元基経結合 して い る 8
E1七の ように ､ どの 種類e3醇も､ そ の ままで 揺還元軽 を持た ない 8 しか しゼ ラチ ン 招 製造量こお
をラる多く の 工程で糖鎖の 結合が分解きれて 還元末端基を持ち ､ そ の まま遊離の状態 でゼ ラチ ン申
に残 っ て いる可能性があるo ヒ ドロ キ シリ ジ ン の 永酸基 と Gal の結合は分解 しにく い と い われ て
いる の で ､ 還元末端基を持 っ て 浅存して い る可能性が高 い 鍔 は ､ Gai に結合 した G Ic と G鬼G 由
来狩糖 (G王cU A､ G 地 ､ Gal､ 鞄l) で あると考えられるo
も1.望 従来 のゼ ラチ ン申の 欝含量瀦定
ゼラチ ン中の 瞭に つ い て は古く か ら研 究がなきれ てお り ､ 駒 o遠3き は ､ ゼ ラチ ン の ア ン 巨Ei ン
との 反応性 の 研究から ､ ゼ ラチ ン 中に 絃鎗の 分解物では なく ､ GIc-の ような賭そ の も の が存在 し ､
それが単糖で はなく ､ オリ ゴ経文 捻多静として 存在するこ とを韓告した 昏 き らに 闇ooが)臆 ペ
-
パ ー ク ロ マ トグラ フ イ 一 に より ､ 主要な密結 Gaiで ､ 他に Gie､ グル コ サ ミ ン(Gig縄 が あ弓 ､ 線
量は Gai 換算で 0.逮 - 0-5% ､ G ic 経度ゼ ラチ ン よ甲骨ゼ ラチ ン に少 ない と言っ て い るo S塩盈ぎe盗
ら5)は多く の種類 の ゼラチ ン に - 3 い て ア ン トロ ン法により全酵含量を淘窪 し ､ 骨ゼ ラチ ン に は約
o.5%､ 皮ゼ ラチ ン には約 0.6%の - 卑 ソ - ス が あり ､ イ浄 ン変換処理をまほ とん ど影響しな い か ､
若干畳 を鱗少す る と述 べ て ､ Wo od轟きの 結果を確認する ととも着こ､ グリ ヨ シ ド結合 を して い 恕♭ 億
を潤定する登要牲を指輪 した o iB TOi ら6きは H PLe に より帝位密野 分離定盈 を行 い ､ G捜主 食藍経
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ゼラチ ン の タイ プ毒こよ らず約 8. 望%と
- 定で あっ たが ､ 惑星鐙 含盈経度ゼ ラチ ン の 約 O.i5%蔓こ対 し
骨ゼラチ ン で 捻そ の 単量 で あ っ たと萄告 して い るo ニ の 違む弱ま､ GIc
- G急呈 結合 田 方通芸 鎧ai -
讃沖長 田 結合よ撃ライ ミ ン グで分解きれやずを､ためか ､ G 返を含む多酸類が分解 きれ脅すむ､た め
であると考察 して い る曽 叉 ､ 数 呈8 - i O8晦pm の マ ン ノ - ス(姐盈盛鍔存在を藤認 した昏
これら の額告結ゼラチ ン 中の 堂鎗を対象に行なっ て い るo しか し澄元軽を持 っ 醇 の 含有盈が ど
g)泣か ､ それ らの糖萎まどの ような鎗なの か を知る ニとは ､ 写真潤ゼ ラチ ン に と っ て 重要 で あ るo
ホ林ら 王栂 電気化学的方法により ､ 還元性醇盈を濁定 した白 骨ゼ ラチ ン i 慶ゼ ラチ ン の どちら
の場合も､ ア ル カリ蔭ゼラチ ン に比 べ ､ 酸性法ゼラチ ン に還元牲槍が多く ､ ア ]t/労リ法ゼ ラチ ン
で 8.3 - 呈.9ii 迅Oyg (分子 量 18Oと して 58- 34軸p迅) ､ 酸性蔭ゼ ラチ ン で i.8 - 5. 5p ≡ 盟y欝
(分子量 1 80と して 32O- 99ep pm) の 結果だ っ た o 鮎baya Bhi ら7)結 ､ 更蔓こそれを 琵P もC 沿 検
出に伺 い て ア ニ オ ン変換カラ ム によ る分離定量 (ポス トカ ラム法) を試みたが ､ 蕃軽 の 療揺検出
され怒か っ たo O hn oS)ら捻 ､ グル コ ー ス オ 卑シ ダ ー ゼ を涌 い た方法に より ､ ゼ ラチ ン 申をこ遊離 で
存在するグル コ ー ス を瀦定 した o そ して多く のゼ ラチ ン で結 呈 - 3押 m とホ林 ら ま)の結果よ甲声皇
夜9乾 い数値を示 したo 最も多量 に含まれた場合で ま5p pm の グル コ - ス が あっ た が ､ か林 ら iラ
の結果 の 王.7p n oyg(306p pmきに比 べ ､ やはり乾 い数値 を示 して い た B こ の 結果か ら ､ 還元 莱鵜
糖として は GIc 以外 の療が多い と推親される o 酵素 を伺い る方法は特異性が高く優れてを､る の で ㌔
食品開鋳で比亀鑑と組み合わせ て伺 い られて い るが ､ 比色絵 では感度が低く ､ 0】転紛 8)らが行な っ
たような感度の 高い 検出法と組み合わせ る必要があるo 又額 々 の鎗に つ い て それぞれ欝jの 酵素を
熟 ちて圃窪するあ要 があるが ､ 全て の糖に宥周な酵素が あるわ 柑では ない o
凄,1事き 最近の葦元皆の瀦家
運元糖 の H ㌘Le蔓こよる朝憲は多く の 方法が報告さね て い る｡ 代表的なの 揺､ LB 持主 ら 8)が全癒
の朝憲に用い た ､ 癖 ウ酸緒棒 00 イオ ン 変換分擬 - ポ ス トカラ ム 検出に よる方法 で轟るが ､ ニg)方
塗絵あらか じめ替鎖を単糖 に分解す るの で ､ こ こで 問題と して い るよう怒還元牲鎗 の洩定量こぼ不
適当であるo
糖鎖構造解析蔓こお い て ､ 還元末端静 狩 同定の ため毒こ､ 還元 来港を修鋒する方法が多く開発 き艶
7呈
た盛6 著 沿代表的母野 が ､ ビジ ジiレア ミ }亨転宅監盈 陀ラ
嘗8き蔓こ代塞き艶 る還元ア ミ }首と法で あ るo
終着巳経 営
- ア ミ} ビリ ジ ン を涌 い る還元鎗の蛍光環議で ､ H 盈惑e ら Ieきが開発 しそ の後改 良が進め
られ 哲顔の 構造解析峯こ広く経摺 きれて い るo しか し束反応 の試 薬か ら巌 撃 な成分を分離するた
捌こ､ ゲル ろ過に よ っ て各単糖 の 溶出液 を分散する三 とが患聾である専 単糖 狩 場含 ､ 分子豊が遼
接して い る幾分の 分散で ある の で ､ その 操搾捻難しら､窃 叉 雷魚 柁揺凝永分解を芸安定であ るが ､ 反
応が必ず しも定塵的 ではない の で ､ 定豊に応周 した報告は桑野見 られ ない 8
その後試薬 を分醸 しな旨､で朝憲 でき る還元 ア ミ} 柁法 の試薬漆芸次 身 報告きれ た ｡ そg3率妄こ結 露
慶j削こ開発 された試薬もあるo
その - つ である 8 プミノ せ ナ ブ タ レ ン ス ]レホ ン酸 (Å鰐Sラ 叫ま､ 過剰の試薬を分離する ニとな
く瀦定でき ､ 単糖 の み でなくオ ジ ゴ鎗に つ い て の応潤も報告きれて い る｡ 叉 ､ 鬼温態 血 ぬ i慧) は 望-
アミノ 安息香酸払Bぷ を伺 い て ､ 過剰 の試薬の妨害なしに ､ ア ミ }謄 を含む還元糖 を 琵P LC で
分解したo
還元 アミノ 化法以外 の還 元槍の 修飾試薬として ､ 3- メ チ ル ー1- フ ェ ニ )i, - 5- ピ ラゾ ロ ン毛 磯 が報
告されて い るi3,1感B ニ の試薬萎ま過剰 の試薬の分解が必要で あるが ､ 抽出の み で分解 できる6
三 の砲にも多くの還 元哲の修解読薬が 開発 ､ 額告きれて い る o
亀皇.凄 奉研究の 目的
1
本研究で 結ゼ ラチ ン 率の 還元牲の 療 の 定量を､ 轡の種類 ごと ､ ある い 接客療 ぎとに 定量す る芸
とを目的とした o
還元性 を持た ない療 を含む垂療 の 溺定の 場合は ､ 試斡を凝衷分解 して全て の哲 の 還元基を遊擬
の状態に した後 ､ 還 元鎗落飾試薬と反応させ 琵㌘LC で分離する漆芸､ 還 元性 の 鎗 のみ を定慶す る恵
めにぎま､ まず還元基を客筋
レ
し ､ そ の後単糖蔓こ加東分解 して ､ 修飾きれた静 の み を 貿P Le で分軽定
慶すると い う方法をと っ た o そ の ため の 軽飾栄養量こ､ 新 しく開発 きれた修飾試薬 の 率か ら多
野哲を分離 した常告が あるもの を潤い ､ ゼ ラチ ン蔓≡伺 い た壕合沿 路害､ カ日東分解鍔安憲箆 恕 どを
壌討した岱
琵ob野 邑員hi ら 7き蔓三豊れば ､ ゼラ チ ン 申符 還元性 鍔 轡 帝 多く萎豊結合状態で存在す養母 磐 雪祭三㌔率
7望
蔓こある蘇合寮鷺の 密接 ､ 亀量･呈 で述 べ た GゑG 由来将経 で ある可能性漆
芸高 い と考え られ るo 訊亀す巳
経 紙 3 で述 べ た ように ､ 過剰g3試薬g3分離が慈要で 轟るが ､ 多癒着豊単糖 よ野分難が容易 で ある
彩で ､ 本研究で ぼ 訊亀 柁をゼ ラチ ン中野 多糖 鍔測定量こ応周 したo そg3方蔭 の
-
つ は ､ ゼ ラチ ン か
らG鬼G を分離 し､ そ 鍔還元末端 を ㌘鬼才巨した 乳 過剰試薬と分 配 糖鎖を分解 し ､ 現象弛単糖を
日重乳e により同定する方法 で ある e 別の方法と して ､ 糖顧 の 分解を しな い で も そ 鍔 ま ま 崇盈 柁
G真G と して 琵P L∈ に£ぢ定量する方法を検討 した o きらに､ ゼ ラチ ン か ら GÅG を分離する ニ
と恋しに F 良化する方法も試みた｡
その 結果ゼラチ ン中には GÅG 由来以外の還元牲を持 つ 哲が多くあると予想きれ た 三 とか ら写
その他 の還元醇の沸定を試みたo
艶 化は ､ ゼ ラチ ン を直接反応 させ た場合にお い て も ､ 糖鎖を分離後反応きせた場合と同程度
の結果で あっ た こ とか ら､ 妨害が少な い方法とわか っ た o しか し多糖以外の低分子 招 密 か ら過剰
の試薬を分離するに絃 ､ 各糖の 性質に合 っ た分離操作 を行なう必要があるe そ ニ で ､ 試薬を分離
しない で鴻定できる還元ア ミ} た試薬で ある ､ Å溺Å と ÅB 慮を伺 い て 還元皆 の 瀦定を行な っ たo
A 河S を用 い た場合は未反応 の 試薬 の 妨害が大き か っ た の で ､ 多種類 の 醇 の 朝憲萎ま行 なわず ､
Gal と G 転の みの 瀦定を行な っ たo ABA を伺 い て 多種類 の董紅蓮元糖 を濁志 し､ きら蔓こ結合鎗
の 測定の た めに分解実験を行なっ たo そ して ÅB 盈 と反応 したア ミ ノ瞭とタロ ン酸の 分解回収率
が悪か っ た の で ､ 結合糖と して は中性醇 の 朝憲を行な っ た o
ア ミ ノ鍍とウロ ン 酸あ分解韓収率が よ い鯵飾試薬と して ㌘ 肝 を選んだ が ､ 鹿討ゑ や 細 魚 と違
つ て過洞 の試薬の 分離が必要 で あっ たo 空包 化と異なり抽出で分離 できるの で ､ そ の 分離条件 を
検討したo そ して 多種類 の 遊離還元醇と結合還元静 の朝定を行なうため の ､ H P LC 条件 を検討 し
た
o
なお ､ 全 て の 実象の 試料と して 結 ､ Table まに示 した第 3次叉萎ま第 4次王慮G ゼ ラチ ン を潤も､た 珍
ー J
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T 汝汝捜畠e figs
eR O i3 盈 鬼368
C 毘O D鬼 6種80
f)GFSで8ESS 66逮81
DGFST O E SS 66撞73
P B 507
P B 5 舶O
サ ー ー i ■j i ■一 ▲- ▲ - I - ■ 一 ■ 一 ■ ■ 一 ■ ■ ■ ■■ ■ ■ ● ■b i
f
Fou 虎友 紀 Tig 8
慮e量産8 爵S e皇n
も皇n ed o s8 e主n
慮だ呈逮夢豊富曽転患
Li荘 控盛鼓皇ぁ
ぉ皇逮p主監 8kin
も主王汲ed hi捜g
C 毘OD 鬼
C民O D 鬼
監OE P ぎぎ
監OE P ぎF
監OE P F
監0さ花C Å
監0 甜王CA
駅 ゑG王
国訂望ÅG王
N IT V A
国王TT A
R OUSSE LOT
混OUSSE LOT
DGFSTO富SS
DGぎSTOESS
P B
P B
濫A S T〕済Å封
E ASで観Å紺
野王P P王
き菰P P王
CRO王〕A
P B
ま869望
望8693
168 87
168 88
169 22
唾32 2
後50 7
89
89
L望8
･29
08
O1
6 76
32
3望
53
536 了7
6680 5
69 827
882ま0
883e4
EGR- 1
E G D 王-1
3轡9呈
3逢9望
ま956
まま8 5
も皇n ed o 8 8 e主n
De主8盛 醜d liin e逮 o 轟8 e呈n
王立ぬe逮o BBe皇温
Deio 盟主芸e遠Iin edo s s e皇蕊
Deioぬ 記述迄m ed o 88 ein, 腎e野 hi欝鼓 嶺 e 8 8軸
Li迅 ed o 長島eili
,
毛Te aもe遠 野藷h fi豊0望
Deio nize盛返私 ed o 8 B ein
L 由竣do s 8 ein
Deio 血痕逢迄 m e逢 o 軸 ei盈
L皇皿 e逢o 8 8 e皇n
DeioziE ed lin ed o鱒 ei温
Lin e達 o 轟総ifl
D昏io王由緒連込盈e逮o 8 S e立退
Lin ed o 8 S ein
Deio 嘘 e達也丑edo 幽 e皇n
Deio 由 速iim ed o 串S 母主n
L主zned o8 8 ein
L主m ed8 鼻紙主汲
Deio 泡立盗e逮iiぬ ed0日8 ein
払 e浸o 弟 e皇n
L量n e逮o 告S e主n
鬼eido s 8 ein
Åeado 専B廃退
73
盛事 慧 宴襲
轟温ま玉観 脚 こよるダジ コ 骨ミ} ダリ澄 ン若鮎転磯 野 選盛栄磯野の 同窓
そiラ プロ テ オダリカ ン
書 ダ汐 コ 争 ミj ダリ労 ン醇療g3分軽 缶 精製15き
試料 (王鬼G ゼ ラチン ; 監 i 68畠8､ C 望86 93､ 髭 53677､
訂Gぎ 69827､ E G D 王
-i ア)レカリ骨) iO% 溶液 (pH 6･5う
に少量 の タ ン パ タ 分解酵 素 ほぞOn a B e(∈盈重態豆oche m
-
鞄 vabio c鮎 n )ラを添加 し､ 37℃ で
一 晩放置 した 8 iO%
塩化セ テ ル ピリ ジウム (e 苧e)溶液 を ､ ゼラチ ン 主旨 あた
甲 5恥 l 加 え､ 室温 で
- 晩放置した o 生 じた箆殿 ( 糖鎖
- cpヰ 複合捧) を 3008TPm で 10分間遠心分離 して 回敬
したo 0.O5m eui 監eiで 洗浄後 ､ i,5n o況 監C王/王O% エ
タノ - ル 溶液妄こ C㌘す 複合体を溶解 した o 3倍量の エ タノ
- ル を凝 えて ､ 30分放置 し､ CP＋ と分離 した静銀 の みを
写凄
沈殿きせ たQ 遠心分解 した沈殿を永に溶解 し ､ - 部を PA 叱反応用量こ試験管蔓こ分散 した o 浅野 は
困駿量の朝露に使周 したo 試験管に 3 倍量 の エ タノ
- ル を加 えて 部 分放置複鑑殿を遠心 労離 し
たo 再度 エ タノ - jL, で洗浄 ･ 遠心分離 したo 沈殿を PA化反応に伺い たe 又 ､ 回収量 の朝露の た
めに絃 ､ 沈殿を乾燥しそ の重畳 を測定 したo
紹)翌良化反応18)
沈殿を永 50ii ほ 溶 か し､ 望- ア ミ ノ ビ リジ ン溶液 ほ- ア ミ ノ ビジ ジン i欝 ヰ 塩酸 0･76m里､ 冷凍
保劉 芦恥 l を力は ､ 皇00℃ で 呈5 分間カ晒 したo さ らに 討aB 迂菖C国 務液 (鞘 盛 詫3C 鰐 i8m 欝 車
束O.5ni､ 那寿詞襲) 如 呈を加え ､ 9 0℃ で - 晩凝熱 したB
増 発反応試薬の 除去と高分子成分の 分散
反窟液に永 1ml を窺挽 ､ そ の 望Opi を GPC 周カ ラ ム G S儲 O (7n m 車 × 58On m ､ 逸妃盛 三
莱) に注Å し ､ 溶軽猿 払望5m elii酢酸ア ン 茸 ニ ウム転習7書5き) を或速 まny盟主患 で寵 し藍岱 蛍光
(ex 3ま5n 乳 e n 40ぬ m) で ､ 検出し､ 先頭墨こ出て く る ピ - タを分散 した 尊
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若磨 扱者巨静 狩繰出麦弼露呈守き
分数した液郎 溶軽液を哲志 し ､ 望迅 Oli豊 HC呈 を i-5n L観え 呈O5驚望 時間分解 した o 分解 した 現象
孝ヒ準療を 珪PLC によ野間憲す るた め ､ 塩酸を留蓋 し 琵野ijC 周溶解液 8.5汲畳に溶か したe 斑営ij∈
娃カラム U飯箸 舶野he㌘Of)S宅亀6温 温 番 X望58m n ､ Be e転監 邑由､ 溶拷緒 8.望き監 e済 タ 芸 ン酸チ トジ
タム(p 鵬 - 呈%ア セ ト ニ トリ ル 溶 乳 液連 e,5ぬ影 ぬ ､ 注入 盈 58ii呈､ 榛 鵬 ex 3豊島n n､ e m
舶馳 汲 の 蛍光境地の 条件で行な っ た o 溶解時間萎まか な哲変動する 得 で ､ 慈聾 に応 巳標準物質を
轟親 ･ 比較して 国定 したB
宅5き標準㌘鬼す巳単糖
各種単糖 O･i% 溶液58il ほ 嗣轡こ FA化 し､ G S 儲8 による分数を したo
も監慧‡準亨ヒ臣よる 搬 の普遍菜堆の 豪農
(ま) 密歯形分離 ･ 精製 ま窮
試料に tAG ゼ ラ チン 紹 i869 望､ 関 89望凱 監 53節6､ P B畠8望呈O､ 封P 349望) を 劉 ､ ､
4 息呈(まきと同様に行怒っ た｡
増 ㌘盈叱反応鳩
1m王 の 鮎 a e恵一 Viai8 (Pierce)に 亨 iO%ゼラチ ン溶液ある い 経 O A%酵鏡溶液を 望各Opiとり ､ 望-
ア ミノ ビリ ジ ン溶液 終 ア ミ} ビリ ジ ン 王g ＋ 塩酸 0.76B li 手 渡 0.74威 も 冷凍保存き 望58iL呈を
加え､ まO8℃で i5分間カ晴 したo さ らに 野盈B琵3C国 溶液 (fq盛 琵3C国 i8温冨 ＋ 望- ア ミノ ビリジ
ン溶液 息Oiiま♯ 凍 3O紙 摺時調製) 30pi を廃え ､ 封 Qcで - 晩加熱 した o
摘 未反 薬の 除去と高分子成分 の分敏 感
反応液に 5倍畳の 鞄C呈飽和 ユ タ ノ - Jレ溶液 を窺 え ､ 38 分放置 し､ 鍍殿 を遠}む分離 したo 再度 ､
溶解 り兜腰を繰り返 した後 ､ 沈殿を エ タノ - ル で洗浄 して ､ 過剰の 叢薬を除去 した
e
毛萄若塊 柁醇の 野 LC鞠憲 嘘
カラム はア ニ オ ン 交換樹藩 TS 監- 野呈SÅⅩ､ カラム 温度 37q:､ 韓離液捻 8.呈皿 O済 酢酸チ トジウ
ム宅p 艶 鍵 一 対a現 系 で ､ 討亀C豆 濃度 を 馳汲 戯 紗5 盛滋 ､ 豆,05m eyi繕 溺 盛 由 ､ 漫書5n 窃3ii若里5-
望5ni奴 望･1n oy重く望5-35n 誠 と段 階的をこ変 え恵 o 菰遼 8書畠ぬ暫汲 ぬ ､ 経 風塵 58il呈､ 検出 e芸
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男豊艶 臥 e m 凄8 ぬ血 の 蛍光検出招 集斡で行な j3た｡
そ5き漂準晶
c済 は 生 花単 三 業 襲 鍔 公 称 分 子 量 358 80 - 50808､ ㌘魚 肥 単 密書豊 ヲ テ ヨ シ 襲 鍔 P A-
o LI GO S鬼C C技盈混王i3 E OO8`1 を涌 い た｡
組 3轡S-玉野LC 鎗による濠元来端野の 定塵
紘)試料
iAG ゼラチ ン を 剛 ､､ i O% 溶液をタ ン パ タ分解酵素 P君8 昆 舶 e(∈盈lも皇8 eもe m - Nov aも由e畠e nラで 分
解して試料溶液と した｡
W 試薬
A NS 溶液 は ､ A 尉S (東 京 化成) を 巷Om m olji リ ン 酸ナ トリ ウ ム 緩 衝液妄こ溶 か し ､ 濃 度
8Om 私邸 ､ p琵6･8 に調整 したo 野aB H3C 削ま 戯drich ehe空由c ai､ その他 の 試薬捻和光耗藁襲を
周いたo
(3)反応
試料溶液 20iil に Å対S 溶液 2efLl を加 え , iO逢℃ で 70分間遜 熱 した o き ら に 1 5%
国8B 琵3CN 溶液 望piを加え ､ 90℃ で 2 時間加熱 したo 永で全盛 を 凄8 奴等 に し ､ 琵㌘LC の検密
にしたo
細H Plぷ 裁定
カ ラ ム
'
TS昆一 節1 0 D S
- 鮒T Ai(息5m n 車 X 150m m ､ 東 ソ ー ) ､ カ ラー ム 温度 5 6
o
C ､ 溶 離緩
まOm n轡 リ ン酸緩衝液毛p琵急臥 O･89%ブタノ - ル を含む)㌔ 蔑速 まmy出 血 ､ 琵泉 盈 1 8p呈､ 検出
学芸 325n n ､ e m 470n m の 蛍光検出 の 条件で行な っ た 8
蛇 4 餅 HぎLe 乾による蓬元軍港欝 の 定量
(ま)試料
詫料ゼラチ ン ほ第 逢 シリ - ズ の 重度G ゼ ラチ ン を潤 い た o
∈労A B 最終液の 調製
?7
密頗時に 盈岩泉 議8m琶 と 甜邑B H3g 鰐 望8 n誓 を 凄 %酢酸サ トリ タム ･ 三森塩 - 望% 泰 タ酸 - メ タ
i - iレ溶液 1盟主に溶 か して 詞聾 した8
宅3き反応
還元密議斡は i%酢酸チ トジウム ー 三 水塩溶液に溶 か し､ そg3呈88p,lを芸 感 Å 溶液 ま88p^i を
顛え､ 80℃ で 6 8分間凝熱 したo
ゼラチ ン は ､ 呈% 酢酸ナ トリ ウム ･ 三水塩溶液妄こ溶か して 呈0%溶液と し､ タ ン パ タ 分解酵 素
PT8 n a 盛挙(C急呈も由盛e 汲- 独 習 盛i8 C桓mきで 37℃i6時間効隠 分解しi その 呈舶 ii呈毒三 つ い て 同様をこ
ABÅ溶液と反応きせたe
凝永分解 をしない場合は､ 反応液を H P Le の 溶軽液 鬼 で 呈niと し H ㌘LC の 蟻液と した8
そ4) 親永分解
AB Åと の反応後 ､ 88℃15分加熱 して メ タ ノ - ル を揮敬 した 敷 3m oyl硫酸 50pi を蔑 えて ､
ま8O℃望 時間凝熱 したo 凍醸柁ナ トリウム で 中和後､ = P LC の 帝醸液 鬼 で inl と し H P Le の 榛
液と した n 鎗標準反応液も同時に分解 し､ その 分解率を 剛 ､て ､ ゼラチ ン 申の 定量露晃を樽 正 し
たe
(5)ftP LC 淘定
カラ ム は T琵琵- gel ODS･ 8 弛 ほ･5m 温¢ Xi50m 取 廉 ソ -) ､ 労ラム 温度は 30℃ ､ 溶解液 鬼
は 8･3 %プチ)i, ア ミ ン - 8.5% i) ン酸 - 1%でH ぎ溶液 ､ 溶解液 B ほ溶解液 ゑ とア セ ト ニ 亨､ ジ ル を
等量混乱 グラ ジ ェ ン トは 0 - 2O分 B 4% ;望0 - 鶴 分 B 4- 1凄%;4 5- さ8労 B 14% ;58 - 78
分B IO O% (洗浄);70 - 9e分 野4% ( イヒき､ 涜速は 1ぬお汲in､ 注Å盈は 呈OilL 軽 妙まex
360n m
,
em 轟望5n 皿 の 蛍光検地の 条件で行なっ た｡
亀乳5 轡 - 汎 C 添による蓬元来壌糖の 定量
(iき試料
試料ゼラチ ン は第 4 シリ - ズ の IA Gゼ ラチ ン の 申か ら ､ ア 舟 カ リ法ゼ ラチ ン 捻 ､ ∈1869 望､
監16887､ 毘53676 を ､ 酸性蔭ゼ ラチ ン は Cま9 56､ P B ll 鮎を伺い たさ 野TO 泣 出 e萎ま Gaiあio ehe m 一
対e 鞄転皇8 ehe 乳 コ ン】ゼ 野 シ ン は生弛準 工業 ､ マ ン } - ス ､ キシ 日 - ス萎ま 独 君C恵､ ダi レタ 田 ン 酸 ､
7g
ダi沙 ヨ サ ミ ン ､ ガラタ トサ ミ ン ､ マ ン } サミ ン 結 鞄 m a､ そgj飽は和 光耗薬製 を涌 い 髪 o
蔓望きゼラチ ン溶液 の誘発
ゼラチ ン は i 8% 溶液乏し ､ タン パ タ分解酵素(㌘ぎ0 毘a 導管きで 37警鐘8 時間加 温分解 した 母 恋お腐
療防塵e)ため少 量 昭 トj レ3 =ン を乾麺 した｡
(3)PMP 弛反応と過剰 の P 閲P節 抽出
8.5m o抗 P M P
- メ タ} - ル溶液 望50tilに 0.鐘 n oiA永酸陀ナ トリウム 呈25il呈とゼ ラチ ン溶液あ
るい は替標準溶液 i25pl を混合して ､ 78℃で 38分間反応きせ たe 放冷後 ､ 0.5m 81il硫酸 呈58il
l､ 永 350pl､ ク ロ ロ ホ ル ム i功1 を加 え､ 十分撹拝 した 乳 380rp迅 習 5 分間遠 iむ分離 した 8 永
相望00iiiをと野 ､ H P LC溶解液800iilをカは て ､ 琵PijC の 検液と したo
(4)P野 陀反応彼 の加東分解
遠心分離後の 永相 200i}呈 をとり ､ 6m o∽ 塩酸 2 00illを加え ､ 脱気 して 呈8 8℃望時間分解 した o
蒸発乾国後 琵P LC溶顧液呈汲ま妄こ溶か し H P LC の 検液と した 8
(5)凝永分解後 の P M P才ヒ反応
ゼラチ ン溶液ある い 結 コ ン ドロ イ チ ン硫酸溶液 200ilJlをとり ､ 6m oi&塩酸 20 0p_lを加 え ､ 鋭
気して iOO℃2 時間分解 した o 蒸発乾国後永 望80iilを三溶か し･% 4 . 5(3ラ項妄こ述 べ た方法蔓こよ弓
P はP陀反応を行なっ た8
(6)技P L C測定
カ ラム 捻 Ltl na 3ji 絶6m m車 ×1 0 m n､ P hen o m ene憲 社) ､ カ ラム 温度は 逢0℃ ､ 溶解液は
A(pfi豹 5B : 48n noyl りん酸 2永寮1カリ ウム - 2n 証印ylりん酸i喪嚢 2ナ トリウ ム /ア セ
トニ トリ ル - 5jl(viv)､ 又 は B(p巧 約 6): 48m moy王り ん酸2永楽呈カリ ウム
- 呈On n oim りん酸
1永素芦ナ トリウム /アセ ト ニ トリ ル - 5jlく首 鼠 を 郎 ､たo 涜逮は i 泌nin､ 蔭長盈萎ま 58p-呈､
検出はtアⅤ望竣5n m ､ あ要に応 じt3V 235n m の 紫外検出 の条件で行 な っ たo
4t 3 結果と考察
轟息i ‡筆 触 こよる G 鬼鎧帝濠元来瀬野 の 閉塞
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亀望.i扱きに述 べ た線 掛 こよ っ で ､ ゼ ラ チ ン か ら e P Cを潤も､苦 労軽 した 鎧鼻錯 節 固駿藍揺 ㌔
軸ie望をこ示 したよう蔓こ､ 8t86- 0･望望
8io廟i汲もi2iの 範囲で あ-3恵 Q
取もig豊 艶 e o 関野 盈 m O 現地 ofgi野昏昏a 組立n8 癖 盈n 腎 汲 e㌘t3pTe g睡放逸恵由設 温 色も鮎逢
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こ の琢磨 を 艶 化 乳 過剰 の試薬から分解するた 捌 こ 郎 ､た G S儲 e による ダロ マ トグラ ム を
ぎig.1妄己示 した 8
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B: 鮎 現駅 nもbi農芸速
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鎧鬼G 狩 場含量剖費除限界g3蔀分 ∈約 5労き に ピ
- タ虚言あ J3 たが ､ 試薬プラ ン タ奪単鎗は 7 分以
擾に溶出 してきた8 叉 ､ P A柁反応を しな
む､ G 盈窃 狩場督捻 ､ 発頭 の ピ - 夕 の 位置に蛍光が検出
さ純なか っ た鍔 で ､ ニ 野 党頭g3ピ
- タが G鬼G 狩還元莱壌静を 艶 4Eした 三とを芸よる ピ - ク とわ
かつ たo 従 っ て こ 野菜頭部分の み を分取ずる ニ とで ､ 還元末端鎗を持 つ G盈G を分離でき るとわ
か つ たo こ の ピ
- 夕g)蛍光強度は Taも込 望 に示 した回収盈蔓こ比例 して い た の で ､ どの ゼ ラチ ン か
らの G鬼G も G 鬼G金棒に対する還元莱端 の割合絃あまり適わ ない ､ ずなわ ち同程度 の鎖長 で 轟
ると推定きれた B
分散した FA柁 G 鬼G を単糖 に分解 し､ 得られ た P 良化単醇を同窓ずる 三 とで ､ G 鬼窃申府 還元
莱堵醇を同定できる｡ Gゑ鎧 に含まれ ると考えられ る6種 の 撃療 ､ グjt,タ ロ ン酸宅G 泌鼠 G 盛､
蝕 ､ キ シ ロ ー ス(Ⅹy凱 河
- ア セ チ ル グ ル コ サミ ン(G呈cN Ac)､ 国 - ア セ チ ル ガ ラ グ 卜 す ミ ン
宅GaiN &)の PA化物を､ 亀望.i(4)に述 べ た H PLC条件で激窪す ると ､ ぎ嘘一望を三示 した よう毒こそ れ
f
ぞれを分解できたo なおRi亀n 絃 Ⅹぎ1とほ ぼ問巳溶出時間で あ っ たo
各ゼラチ ン から得られた P 良牝療 ∈ゼ ラチ ン i辺者 に相当する慶= こ つ い て ､ 亀望.1宅磨に述 べ た
方法により沸窟 したタ ロ マ トグラ ム を､ ゼ ラチ ン と同じ処理 を行な っ た試薬ブラ ンク ､ 野良 化標
準単糖と合わせ ､ ぎig.3に示 したe 標準糖経 ､ GieUA ､ Gai､ 御 各望喝 で あるe
ゼラチ ン と同じ処理 を行なっ た試薬プ ラ ン タ好垣3 A)には P 良化療 の溶出位置に何も検出きれ
なか っ た o 笈16 888(Fi冨3 轟きは ㌘良 化療が検出され なか っ たo そ ニ に 空包子巳醇を添凝す るとそぎig3
c)､ 標準と同 じ位置に PA化瞭が検出できた の で ､ 試料による妨害結ない とわ か っ たo
他の ゼラチ ン の場合の タ ロ マ トグラ ム(Figs E-喜郎こ捻 どれも Gaiが ､ 】きら蔓こ33G野69怒7好ig3
軌 EGD 王-1辞ig3 功 ､ P B 8 紀10好ig3まきに は GleU鬼 と 貰y呈が確認 できたo G豆e 馳 と G 盛紺彪
は塩酸分解でそれぞれ Gie国 と ガラク トサミ ン姶鉄製時 になる の で 号 国 - アセ チ ル 托によ っ て 元 の
GIcN Åc と G盈 馳 にするこ とが必要 で あ っ た¢
若漁 化試料を 亀望.1(磨に述 べ た塩酸分解 の後 ､ 無永酢酸で 国 - アセ チ ル化 をす ると ､ F皇g.轟 に 示す
ように Ga呈 馳 が検出された o
以上 の 結果か ら､ ゼラチ ン 中には コ ン ドロ イ テ ン硫酸の 構成療 とそれ 将 タ ン パ タ結合部労 の 蓉
g) いずれ もが還元末端と して存在する こ とが わ か っ た む
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ニれら還元末端替g3塗絵 ､ 困取率を i8O%とすると ､ ゼ ラチ ン蔓
…対 し､ O1 鍔 迅 鶴 以予を三相当
し､ ホ錬ら
lきが溺定 した還元軽鎗畳 8暮3 - 5･5鍔 迅 東嶺 と妓較す る麦､ 務常に乾 欄 で あ っ 藍G ニ
の£うな東きな違 い 野原因経 ､ ニ ニ で述
べ た方法経線作意
イ
芸多く回収率が悪 い ≡ともあるが ､ ヨ ン
ドロイ チ ン硫酸由来の 還元槍蔓蓬蛇較約少ない ためとも考えられ る8
嵐息望‡浄化に よる G 盈Gの還元来蜂の 定盤
幽 G 由来の 還元末端替を回収率良く測定す るた 軌 鞄 イ巳した G鬼G を分解 し恕い で ､ 糖鎖
g3
まま直接 H P i}C で の 分離を試みたo 各種 G鬼G 標晶を 艶 絶 し 亀望一 朗 毒
こよる 迂PLe条件 で 鴻定
したタ ロ マ トグラム 捻 Fig.5 の ようになっ たo GゑG 相互間でそれ ぞ艶薄 地す る位置が異なり ､
G ゑG を分解する こ となく測定できる とわ か っ たo 速急 如き
-毛3ラに述 べ た方法量芸よ りゼ ラチ ン か
ら分離 ､ PA化 した GA Gのタ ロ マ トグラム を､ ブラ ンク(ぎ痕6 臥 C払S標晶 軌g･6 鉄 ゼ ラチ
ンから分解 しない で 艶 叱 した場合く旅客6彪と比較 して Fig16 に示 した o GÅG の タ
ロ マ トダラ去
粗 6 執 こ娃騒持時間 5分と 望望分に ピ
ー クが見られるが ､ プ ラ ンタ 鞄 ･6 Dラの タ ロ マ トグラム
との比較か ら ､ 5分量こ見られ る大きなピ
- ク 捻試薬プラ ンタ に よる ピ - ク とわ か っ た o 慧望分 の ピ
- ク揺 C hS のタ ロ マ トゲラ ム と好短.6 Cラに同 じ溶出位置に来きなピ
- ク がある ニ と か ら､ C 済
をこよる ピ - ク とわ か っ た o ゼ ラチ ン申 の G 鬼G の 主成分捻 C 済 で あると考 えられ るo そ して
G 娼 をゼ ラチ ン か ら分離する ことなく反応させ た場朝 田各6 磨 も､ 同 じ位置 にピ
- クが あ っ た
事か ら､ ゼラチ ン申で ChS が還元末端衝を持 っ て 存在 して い ると い える o Fig･6 鬼 に 経 G盈G と
結別 の位置に大きなピ - クがあり ､ ゼ ラチ ン溶液中には G鬼G 以外の 還完皆が存在す ると考 えら
れるo
chS標品 を PAiヒ反応 して ､ そ の場合の C 済濃度と 琵P LC 蛍光強度の関係 を ぎig･7 に示 ほ 車
両者の 関係が良い 相関を示す こ とか ら､ 反応結審量的で あると言えるo 叉 ､ 図平に朝定健
の 範囲
を示 したが ､ 再現性も良か っ た o
chS 標晶申の 還元療 の畳 を ､ 母準 艶 化鰭 (フ ナ コ シ襲 鞄
- O u GOS 盈C C箆戯玄D E 8 08･皇ラ
の蛍光強度と比較 して 計算すると ､ 約 望5p n 磯 に怒 っ た o i 分子 に 丑額 の 還 元末端が ある とす
ると､ 分子量釣 鐘0 000とな哲 ､ C態S標晶 の 公称分子 盈 35880
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テン から分離 した GゑG 率の還元瞭の 畳を計算すると､ 糖鎖あ恵弓約 2書5il n O鞄 で あ苧 ､ e 済
標品に比 べ 還元末端擦 の都合が少なか っ たe ゼ ラチ ン中の C hS は分子量が大き い か ､ 還元末端
を特恵ず蛋白に結合 して存在 して い る瞭鎖が多 い と言えるe
ゼラチ ン 中の C払S 由来 の 還元末端線量の ､ ゼ ラチ ン に対する健を Taもle3 蔓こ示 した｡ 糖鎖 をゼ
ラチンから分離 して 反応させ た場合と ､ 分解 しない で反応させた場合を､ 合わせ て 顎盛Ie 3 蔓こ示
した｡
試料による大きな違 い萎まなく ､ 望 - 35n no晦 ･ g或盈七皇n の 還元 東端鎗が測定きれた 窃 G 鬼G を分離
した象合(臨 地o達‡ラと ､ 分離 しない で反応させ た場合 醜 払od三きと ､ どちらも閉経度 の 結果で あ
っ た缶 そ して これ ら 駄 亀3 1 の場合 と開 レ去 ル である こ とか ら ､ G AG 由来 の 還元 性 の密形 存
在量娃､ ゼ ラチ ン申に - 窃書1p n oil欝 で あり ､ ⊂ そ の種 熟ま G盛 ､ G 姐 鼻年 毎王も 鎧 地 であると
経論され るo 亀3.i で述 べ た ように､ こ の盈 はホ林 ら l)の結果と比較す ると かな哲乾 い 帝 で ､ ゼ
8畠
ラテン苧に絃 G鬼G 由- 還元軽密書豊少なく ､ ぞれ鎚外
の 還元性醇表芸 那 ある と予想 き艶藍 o
Ta独 3 監e逮u c噛 e 漁連凱噂置r CO 嘘 en患皇n 冨eiaもinB W 漉 随
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ゼラチ ン 申の G鬼G 由来で は ない 還元牲を持 つ 替を渦定す るた 捌 こは ､ 還元束滝哲 の修飾 む
後過剰の 試薬を分離 しない で瀦定できる こ とが慈要 と考えたo そ の ような試薬と して ､ Å甜S
liラが
額告されて い た の で ､ それ を 剛 ､て 還元鎗 の朝憲を読みた o
GIc､ Gal の 各 望On m oyHi 溶液を 4 恩義頚に述 べ た方法により反応 し､ 亀望一 3宅磨に述
べ た 条件で
瀦定した タ ロ マ トグラ ム を F主旨一8 に示 したe 琵Å 慶絃 1On n 81 である 8
文献 まl)の タ ロ マ トグラ ム と違 っ て 未反応試薬 の太きなピ
- ク が出たが ､ 革約の G虹 Ga主 柱莱
反応試薬 の ピ … ク と分離して検出で きた｡
ゼラチ ン 溶液に Gie､ Gal を56n n oy mi(560n moy賢
一 酢i醜in) 濃度に なるように添力日して ､
同様に反応 した場合 の ftP LC タロ マ トグラ ム を Fig.9に示 した o
溶出時間は Fig.8 と同 じで あっ た o しか しピ
ー ク強度は ､ 染渡が高むぅ の に 関わ らずホ きく なっ
たo ゼ ラチ ン が反応を妨害 して い ると考えられ るo
Gic､ Gal の 添加濃度を変えて朝露 した時の ､ 添加濃度と蛍光強度g3関係 は F豊富･呈0をこ示すよ う
蔓こ､ 良い直線をこなっ た e
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しか し､ 各ゼ ラチ ン毎暴こニ 沿額きが異なる の で ､ 露盈は 各ゼ ラチ ン溶液暮こ 鎧払､ 毘盛 を 568
酵 Oy㌘野ia七近 海旗 した換液 を同時をこ操汚 し､ 標準と した 昏
各種ゼ ラチ ン に つ
7
y ､て の 琵㌘LC タロ マ トグラ ム を ぎ痩jま豊を乙､ ゼ ラチ ン 率の含慶と して あらわ
し恵豪華結果を T&馳 4提 示 した昏
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Gig ほぼ とん ど 5e汲 m Oyg 以 下 で 患 っ 浩が ､ ∈毘6 連8 が5e 蝕迅 8ii欝､ ∈監星9 56 が重量8 斑 良ey欝
と轟旨㌔ 沙 べ iレで あ っ た む C 琵6400が睦蔓≡放 べ 高も㌔ レ ペ Jレで あると いう 形 は ､ T&もie 速星≡あわ普 で
示した ､ Ohno ら 8切 結果と
- 資 した｡ ニ 招 2種形ゼ ラチ ン ∈C漫6鍾88､ ∈毘19 56∋ をこ ぅ い て ､ 酵
素経 (べ
- u ン ガ - ･ マ ン }､イ ム社
i
管 率 ッ トダ舟 3 - ス
”
建 都 蔓こよ っ て 窃ie 含蚤 を溺窪した
ところ ､ CR 6 戯0が678 n moy欝､ e民主9 56が 呈70n mougとなり ､ 本蔭 と閉経度 鍔 結果が得 られ
たo Ga=ま DG衰6糾73に 6 n noii琶検出きれた が ､ 他 の ゼラチ ン に捻検出きれ 密か っ た e
ゑ国S法は比較的簡単な反応 で数 1 0n m ¢鞄 - 酢ia ぬ レ ベ ル の 遊離g3槍 を検出で きた 窃 しか し未
反応試薬の 妨害が大きく ､ きらなる条件 の検討が必要と思われた o 又 ､ ゼ ラチ ン存在下 習は蛍光
強度が撃く なり ､ 試料ゼラチ ン によ っ て 蛍光強度が異なるこ とが わ か っ た o
曳き.連ゑ基底一 肌 e 故による蓬元来靖轍の 定量
結き遊擬 の 還元療
ゑB 鬼も療 の還 元嘉を彦飾す る還元 ア ミノ化試薬 であり ､ 反応後 の 過剰 の試薬を分燈する ニ と
なく fiP L C沸定が行なわれ て い た t労o A 選良を摺を､て ゼ ラチ ン 申の 還元性 の 鎗の潮憲を検討 した o
なお ､ 盛男克 との 反応条件と 琵P LC の 溶解薮経文鮭 l望絹こ従 っ た a
1望種 の 糖に つ い て ､ 4.2.4(3)に述 べ た反応を行ない ､ 亀2暮威5)の HPLC 条件 で瀦定 した ､ 腰 ゑ
療の タ ロ マ トダラネを ぎi欝1望に示 した.
中性糖 ､ ア ミノ槍 ､ ウロ ン酸 ､ 好 一 ア セ チル ア ミノ醇と ､ 多く の種類の鍍 を 68労で分解 できた o
恋お ､ GalN Ac 娃試薬の ピ - ク と重なるの で 溶解条件 の 更なる検討が慈要 と思われた o
ゼ ラチ ン とゼ ラチ ン に鎗標準液 を添加 して 鬼B 鬼と反応 した場合 の タ ロ マ トグラ ム を ぎig.i3 をこ
示 した o 叉 ､ ゼラチ ン を 底B Åと の反応後､ 亀望,轟宅廟に述 べ た方法によ野加東分解t/ た場合とそれ
書こゑ丑Å 糖を添加 したタ ロ マ トグラム を Fig.i 鍾に示 した o
溶軽時間､ 蛍光強度ともゼ ラチ ン の 影響経受狩ない こ とが わ か っ た 由 夫きく妨害する ピ - タ も
無か っ た o ゼ ラチ ン のタ ロ マ トグラ ム で 捜ラク ト - ス の前後 と 閲an の 前後に未開定形 ピ - タが
あっ たが ､ これら の槍は Gai と同 じ蛍光強度と夜露 して 定慶 した昏
溶解液申 の プチル ア ミ ン濃度が醇軽時間に東きく影響 し､ そ の 影響g)軽度捻糖 によ っ て 蚤怒 る
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線 分離が悪む
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- タ に つ を㌔でf-豊溶軽桑韓を変える三 とで ､ 閉 塞が常態で あっ たo 濃度 鄭審問
<
蔚部員蔓こ従 っ て湧 ラム 狩畿塵が変首巳し､ 溶解時間が変動 して い っ たが ､ そ の場含もプチ)
レア ミン
濃度を謬塗するこ とで 多i の鎗を労鮭できた o
野Le にお狩る A B 鬼鍍 の 注入量と蛍光強度 の 関係を Fig事1 5妄芝示 したe
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図で結 1 - 1O喝 蔓約 5 - 鞄 加 治 の範囲を示 し患 軌 ニれ33S下e)¢書 お琴 納 車･ 5夢想 8治 ま で 良
い直線を示 し恵o 他の鎗も同嘩に良い 直線になり ､ 検出感度絃ゼ ラチ ン 申に換算 して約 0･1ppm
敵5I n D噛 であ っ たo
iAGゼ ラチ ンをこつ いて の ､ 養蒔の還元単替の 朝露結果を 笥盛!e 5蔓こ示 した 8
ダ/レ コ - ス漆芸どの ゼ ラチ ン にも食まれてむ､藍 o 含有盈絃 e温盈956 と e温転機0着こ掛 こ多む㌔表芸､
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一
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鶴 N 顎 <5
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れなか っ たo こ の 2者に つ い て 駄 Å封S に よる瀦定を行怒 っ て い るが も そ の場食 もニ の 2者揺
飽に比 べ グル コ ー ス 含量が多か っ たo し畠ゝし､ C混648 8 萎まよくあ っ て い るが ､ C毘1956絃欠きく
異な っ て い るo 琵盛 野a Bhiら 望)は還元醇 の CB B(Ⅰ‡)に対す る還 元速度定数に つ い て研究 し､ ゼ ラ
チン の 存在で速度定数が小 さく なる こと ､ そ して C蕊64Oeに つ い て 結飽 の ゼ ラチ ン に比 べ て速度
定数が大き いと額暫 して い るが ､ C温6 轟00に遊離 の Gic が多 い とい う事実との 関係が考 えらねるo
Gaiは ､ 醇と して萎まゼラチ ン平に最も多量に含まれ る 8)が ､ 遊離の Gai 揺王8丑 汲 8ii琶 以下 で あ
っ たo Ga卜 Hyiy8結合が安定で あるた め Gai が遊離 して ニ ない と考えられ るo
G kU鼻､ Gl 地 はア ル カリ処理ゼ ラチ ン で 結検出され なか っ た哲 5 - oyg 以下 で あ っ たが も
酸性骨ゼラチ ン の CR一 度36Oに多く ､ C温1956にも少な いが含まれ て いた の で ､ 酸性骨ゼ ラチ ン
には これら の瞭が含まれて い ると言えるo
そ の後 ､ ゼ ラチ ン によ っ て は 関鼓n､ Ⅹyi句 ブ コ
- ス 好 現C)が微塵蔓こ検出され たo
(労 還元末端鎗
ゼ ラチ ン 申の還元糖が単糖 で存在す るならば ､ 上記の ように単糖 野標準試料と の 比 較で 定慶で
きるが ､ オリ ゴ 数 多糖の 末端と して 存在する醇 をそ のまま定量す るの は困難 で あるo そ の た め､
ゑ忠良 との 反応後旗 永分解 をす るニ と で還元末端糖を喜醸 して 定量 し藍s そ 招 魂 永分解 を ､ 塩酸
i
タ
望
, 軸 oyiと硫酸 O. 5き 王, 望n oyiの条件 で検討 した o ゼラチ ン を A B ゑと反応擾 ､ 醸濃度を変え
9 写
で､ 呈僻℃望 時間分解 したと ニ ろ ､ im o済 硫酸 汚 染梓が最も濁定番表芸高か っ た古 文 ､ 鎧量e が三 倍
爵合 した 二 糖野 マ 舟 ト
- ス宅聞及諺g3 虞丑鬼 反 応物を ､ ニれrらg3条件習分解 し苛 済 鬼 - 蛋le e3生成
量を瀦定する と ､ 酸濃度表芸高宅なるに 従 っ て 低 い燈を芸な っ た o つ ま哲酸濃度が轟い と分解 生成 し
恕 AB 鬼
- Gie がき らに労解 して しまう ことが わか っ たo こ の 嫁菜 から分解条件を 呈迅 81i呈硫酸と
決めた昏 しか し コ ン ドu イ チ ン硫酸 の構成三替で あ る コ ン ド ロ シ ン宅G呈et5鬼- Gal鰐き の 盛男鬼 反
応物絃 ､ こ の 分解条件で 捻 ゑB 良一 Ga呈封 を遊離 しなか っ た 8 コ ン ドロ シ ン 狩 結合揺強く て ､ 三 野
条件で は分解 できなか っ た と推洩きれ るe
加東分解 では新た に還元末端が生じるが ､ そ の還元末端糖ほ 鬼B鬼 とfl蓬反応 し怒い 三とを確認
するため に､ 迦永分解前の 反応液に蜂を添激 して 分解 し､ H P もC 測定を したo 号 の結果添意 した
静による ピ - ク は生 じ短か っ た ことか ら ､ 加東分解で新たに生 じた還元策端がそあ後 盛 逢 と反
応する ニ とほ 恋いとわか っ た o
すで に A B 克と反応した糖が ､ 加東分解操作により ､ 蛍光強度が下 がる ことが わか っ た e そ の
残存率は ､ 中性替が 60- 70% ､ タロ ン酸が 望8 - 30% ､ ア ミ ノ糖が 28 - 58%で あ っ た o 鰐 - ア せ
チル ア ミ ノ密接ア ミ ノ糖に 分解 した 8 こ れ ら招 結果か ら凝永分解 した場合揺率性醇以舞揺窓魔性
漆芸無い と判断 したo 文 中性静狩 定量春吉お いて も分解残存率で結果 を番蓋 した ｡
王A G第 4 シ!) - ズの ゼ ラチ ン に つ らもて の ､ 還元未婚糖 の 初審嫁菜を , 同時 に洩定 した遊離 の
G払 の結果と合わせ て 熟もIe 6､ ぎig.16蔓三示 した o 母乳 他 の 婁擬 の 掛蔑 G 姐 泉 が 済急呈鮎 蔓こ
郭n n oiigあ っ たが ､ 色絵 50n noij欝鎚 下だ っ たo
どの ゼ ラチ ン で も 馳 ､ Gal が多くみ られたo 特に Gle が多 い ､ K i 砧き7､ P B 88望i8､ g監i956
で は､ 喜離 の Gie含量も同 レ ベ ル なの で ､ ニれ ら のゼ ラチ ン で は GIc 絃単糖 で存在すると考えら
れる o 単糖 の G 奴 捻､ ゼ ラチ ン本俸毒こ結合 した 鎧ie - G 盛の 蘇合か ら分解 したと推溺き れるo 飽
のゼ ラチ ン の Gie で 結ぼ とん ど検出きれず分解 して 初めて検出でき恵 の で ､ ゼ
ラチ ン 申 の 還元性 の 糖萎まほ とん ど還元莱磯 と して 薄霞す る とわ か っ た e G由 緒 ､ 拳簸 で 経
豆0汲 m Ou琶以 亨で あ っ たが ､ 分解 した場合i58 - 凄8O 硯 窃y琶､ 宰均 望38n n 81i欝と ､ 還元 末端と し
て 多く含まれて い る三 とがね か っ たo 栄城 Gai 萎まゼ ラチ ン 舜 泣 顔 をこ結合 した 馳 -張威 惑言
して できるが ､ 昌鬼窪 g3タ ン パ タ鰭普漆費牽鰭タ ン パ タ質量三も多く存在する窃 還元末端鎗と ♭て
9畠
Taもle6 T 態e e 8嘘 n毛 oぎTe遠視盛 増 長喝 配 轟 由 王息張 野l&畠恕 管主払 盛 鬼
-
証 済毛泡o盛
(n n o鞄き
酢呈a ぬ
F苦e 軽ヰ e漁連轟喝 好 感 F君e e
ら
G蔑ま Gまe ゑ君島 O洩e 謂 敬老急呈 GIG
Li王監edo 畠B ei汲
Ci 869望
監168 87
昆53676
DGF6885
P B 8830産
監G4322
P3望00
EG毘-1
Lin edo s 8 ei盈
,
&eio由 控逮
C望8693
昆i6888
R 5367了
DGぎ698望7
P B8畠望18
琵G逢50 7
]姐8929
P 320主
節34991
EGDⅠ- i
幽 遠o s 昏einチ あ由由遜e盛
C R 19 56
P B i185
望60
15 5
285
望3 5
ま88
i轟o
250
望6O
翌oo
ま85
180
ま55
望45
望i 5
望65
望35
望0 5
280
望00 38
668
望35
2望8
l種o
18 0
ま複5
2 5O
i 55
i逢5
i望0
1 38
凌70
155
i 55
ま68
ま戯
ま58
4iO 535
2望8 16 5
呈5
呈35
5
1逐5
50
30
望0
30
30
35
65
35
鍾8
98
40
8 0
呈逢5
130
85
65
58
18 5
95
lie
15 5
i68
88
呈
i
呈
i
呈
1
i
65
55
58
逢0
45
凄5
65
35
望e
O 5
55
65
5 55
888
76 8
555
5 75
凄5 5
5 85
618
凄5O
壕1 5
385
398
795
5 55
675
5 78
5凄5
6 38
i 望30
635
五5
呈O
i 8
i5
38
6
1
ま0
9 8
05
<5
<5
1 5
<5
朗5
息O
l轟
<5
王5
呈0
538
王0
ave君忍者e 238 160e 6O 105 5 5 ま5c
盈捜e嘘君汲 由e遠a鮎 r 盈C主逮hy ぬま卵魂
もde嘘 君mine速 習汰ho嘘 邑由盛hy鹿田桓尋i8
c e 芝e ePも笈16 錦7, PB 88望1O盈汲dC 箆王昏56
99
C1 88 9 2
粍1 6 昏8 ア
KGヰ32 2
P3 20 0
R 53 87 8
DGF 66 8 05
P B 8 83 8ヰ
EGR-1
C 2 88 93
K1 88 88
KGヰ5 07
朗89 29
P 32 01
R5 38 77
DGF8 98 27
P B 882 1 0
N P 3ヰ9 91
EGDI-1
C R 1 95 8
P Bl 18 5
階 革≡軽串 涌 :恐 喝
量 ≧ 書 F糟昏G董e
召
& ＋j(＋＋} ＋＋＋＋iB＋SA:57%Vj e%Yj gy ＋＋＋＋i ＋＋＋j a 県東
墨 書 き
… :写三色 跳 和 宣 f 量
真 書
i
…
I
澗
重 量
跳 脳 莞軽遜ニi:一:i:s三オ: 私 ぬ 円 1 05
皇 妻
… ち盛
量 蔓
鵬 頚:･://:･:･:▲私 ぬ 悶
妻 善 書
& ＋＋iS＋%＋＋ij3:毘 戯
書
き
蔓
脳 愛別:瑚 円
夏 至
閑
一
瓶 痢
量
捌 鞄荊e(＋＋＋j(＋A :,
i
脚 ン:I;･: F＋Ldg!＋i g Rj
蔓 i
… :一 別
i
捌 :一馬盛
茎
… :I:･.
F
だ題
i
玩≡受垂＋yjiBh;%7k,i :e k5fgT＋iHJR5＋> i
'
5＋¥ ＋1:･毘盛
喜
･F: # E A
530
脚 :i:i
…
閑 ･:･:,:･ニ･ 二･
'
{F:W B
帆 :事ン:;;･■:･: 岨 配
重 量 蔓
挺 削 匂:･:i:事Y % R % j
幸 i ‡
E]G爵i
露G‡e
日展摺
窃 o蜘 e ㌻写
20 O 尋O O 88 O 8 O8 18 O 8 1288 1 ヰO 8
Reduci喝 e r!ds喝a r紳m 感響き
Fig. i6 T he e on 馳 n毛ofre血 血 g 紺 gaT8in 醜 名 野払鮫B B野読患ゑ遊女 遊 金毛鮎逮
アラ ピノ ー ス(血 8)が比較的多く検出きれた が も 彪 a は接吻に含 まれ る療な の で ､ 飽の 槍が異性
孝巳し恵 か ､ 溶解時間が同 じ衆知 の 経 とも考 え られ る8 得 られ た 還元 来壌瞥経盈 の 燈捻 388-
1望3 ぬ琴0鞄 ､ 平均 6i 5汲 m O晦 で あ っ た 昏 分解によ る困駿率低下の 補亙や ､ 同定 でき怒 か っ た糖
を Gai-と して 定慶 した とい う夜露がÅ り ､ 叉 ､ ア ミ ノ糖 ､ タ ロ ン酸漆芸定量きれ てを 噌を､が ､ こ の
結果結ホ林ら 呈)の ア ル カリ法骨ゼラチ ン蔓芸対する露果 0事3 - i書写p 設 8il瞥 と闘 レ ベ Jレで 轟 っ 恵o ゼ
呈oe
ラチン 呼 の醇給養 は 望O
- 38p/ 迅 Oy琶 で あるg3で ､ 登棒 の 望 - 魂%が還元性を持 っ て い る ニ とを三
怒る缶 最も多く還元醇を含んで い た だ漫呈9 56揺酸処理ゼ ラチ ン で あるが ､ 閉じ酸処理ゼ ラ チ ン で
も P 欝i9 56はア ル カリ処理ゼラチ ン と 同 レ べ j レで あっ たの で ､ これだ狩で 臆酸処理が轟 レ
ベ ル と
経い えない ¢
測定倦 の 誤差に つ い て 経 ち 充分な繰 り返 し朝憲を行な ゥ て い な い が ､ 5額 の試料 招 魂永分解後
g)Gal と 馳 の濁定 (軸定俵90- 35 5n nB鞄∋ にお いて 望 困Q3繰琴海 し淘憲を行な っ た場普の ､
讃定番の 範囲 儲 は ､ 平均80 皿 0鞄 紹0 - 望08温 血 Olig)であ っ た o ニ 狩 誤差 敵 董壷芸､ 尭日永分解操
序で Å丑Å 瞭が分解するため蔓こ生 じると考えられるo こ の こ とほ ､ たとえば P B88望18 の 場合 ､
藩離 GIc の 望国 の朝憲健絃 ､ 4 胡､ 鶴5 n noy欝P Pm ､ 監= 皇5汲 m 8y冨で あっ たが ､ 魂衆分解後の測
定値臥 510､ 4 35n z n o鞄 ､ R=75課 m Oyg となり ､ 加喪分解 で 盈 が鑑大 した ニとか ら推鴻 できるB
今回測定できなか っ た ､ ア ミ ノ鎗 ､ タロ ン酸はゼ ラチ ン 申に多く含まれても篭る の で ､ それ が還
元末端をもっ て存在する可能性は東きをち8 ニれ らを含めて測定する ニとが今後 の 課題で ある8
速急5 野 - W LC故による葦元来瀦糖 の 定量
く皇) 反応 書 抽出条件
p H P化反応 鑑 花岡ら 呈4)の 文献を参考に､ 亀監5(3)に述 べ た条件で行なっ たo P M P托反応後 ､
永酸イヒナ トリウム を酸で中和 し､ 過剰 の試薬 をタ ロ 口 癖 ル ム で抽 出ずるが も そ の酸 の 塞が当量㌫
予だ と抽出後 P M P鎗の安定性が悪く ､ 当慶 で も 17時間後に 結節準分の ピ - タ の尭ききに 怒 っ
たo 酸過剰 で捻抽出効率が悪い ム 時間がた つ と妨害 ピ - クが大きくな っ たが ､ ピ
- ク の安定性
捻良か っ た o H P LC測定結長暗闘かかる の で ピ - 夕 の 安定性を重視 し､ 酸を当盈以土窺 えて抽出
するこ とに した o 酸の種類捻塩酸と硫酸を検討 した が ､ 硫酸 の寿が妨害ピ
- 夕 が73､き惑主 つ た の で ､
硫酸を経周す る こ と妄こした o 抽出効率 ､ 妨嘗 ピ ー ク を含 め縫合的蔓こ判断 し ､ 亀望ぷ藩に述 べ た 条
件を決定 した ｡
(2) 分解条件
4 息4 で述 べ たように ､ A 丑ゑ轡経 ､ 呈mLO抗 硫酸､ 10O℃､ 2時間の 加熱で ､ 3O
- 8e%分解 して
しま っ 髭e P 済 静 狩 場合 ､ 6 m 83it塩酸 ､ ま榔 ℃ で迦 熱 した と こ ろ ､ 望時間 で の 分解残 存率萎ま
皇8呈
窃ai､ G豊c が 90%､ ア ミ}糖が 95% ㌫上であ っ た昏 畳字 時間 で経 信急呈､ Gie 絵 島e - 6 8%墨こ鏡野 も
アミ}哲捻約 9 8%にな っ た漆芸､ ニ艶萎ま鯵鋒 して旨､恕い 密自身沿 分解 の 犠向藍 - 愛す るe3で ､
聯 轡と して 揺安定であると い えるo 従 っ て P 済警糖 の 分解条件は - 般約な糖と して の 分解条
件を考えれば よ い とわか っ た o
単醇 - の 分解捻 C hS Q)ような G鬼G が最も分解 しにく い が ､ 6n o済 塩酸 ､ 100驚 ､ 里芋 時間で
ほぼ1OO%単糖妄こ分解できた o しか しその 条件 で揺 ､ 中性鎗が上述の よう妄こ､ 50- 68%量こ減 っ て
しまうo ChS は二糖単位に結審易に分解する の で ､ GaiNと GicU鼻 及び構成ニ哲で ある ヨ ン ド
ロ シ ン の和が最大 になる分解条件蔓こ決め る こ とに したo 塩酸濃度を望､ 3､ 嶺恵oiii と変え ､ 主軸鷲 ､
望時間分解 したと ニ ろ､ 濃度 3n eiAの 条件で最大値を示 した の で ､ そ の 条件を≡決めたo
こ の分鮮魚件 で ingimユC済 溶液を分解すると ､ 約 8O%が コ ン ドロ シ ン蔓こな哲 ､ 18%表芸 G 惑溺
と GleU Aに分解 して いた 9 従 っ て こg3条件 で C壬盛 又はそ のう 物などの 末端拷 の 90%結露豊
できると考えた. 又 ､ この 条件で亀 の糖の残存率揺 ､ 中性鎗が ､ 鮎 - 9 0% ､ タロ ン酸が約 60%､
ア ミノ醇が 90- 95%で あっ た｡ きらに N プセ チル ア ミ ノ静穏ア ミノ 鎗に ､ Mal とラク ト - ス 結
GIc に完全 に分解 したo
(3ラ琵P LC 条件
PM P糖捻 ODS カラムを使 っ て ､ りん酸塩緩衝液 - アセ ト ニ トリ ル系 の溶離礁 で溶出できるo
溶駐韓の p三 が轟 い方が ､ 叉 ､ ア セ ト ニ トリ)i,濃度が轟 い方が浮城が早 い o しか しあま野草く て
も､ 多く の種類 の鎗で萎ま分離が悪く なる の で ､ も2.5( 鍬こ述 べ た , p琵 が釣 5.5 の 溶軽液 鬼 の条
件を決め ､ 多く の ピ - クをより療実に同定するために pH 約6 の溶離液 B の 条件で も朝露した 8
それぞれ の解離液で濁定した iOtLgim呈蓉標準液の タ ロ マ トグラ ム を Fi欝一旦7 に示 した｡
解離液 ゑ に比 べ 可 溶解凍 B では全体に溶出時間臆早くなるが ､ ア ミ }鎗捻あま撃愛育ヒしな い o
溶解液 Å で分離が悪い Xyまと Å若色 が ､ 溶離液 B で姥恵子分解 したo 怨 敵 デオ 卑シ リボ - ス ほ
どちらの 溶解液で も出て こなか っ た o 叉 ､ 二糖の ラグ ト - ス は同 じ三槍で ある 朗al と同 じ位置
に溶出 し 恕 参考に鍍以外 の ア ル デ ヒ ドで ある ､ ダリセjレアjレデ ヒ ドと マ ロ ン ジア ルデ ヒ ドも瀦
蜜 したが ､ ㌘旺P と反応し怒か っ たためか ､ 琵PもC の 条件が食わ疫か っ たた めか 不明で はあるが ち
ニの 条件では朝露にか からなか っ た 白
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ロ ン ドロ ジ ン ､ GaiN ､ G 込u鬼､ 鎧ai の O`望､ 8`凄､ 8息 O風 呈息 望息 6息 8,8､ 豊0$8ijT欝i迅呈
董蜜撃溶液を裁定した馨含 の 買主 度藍面積経 の関係を 抗各豆8暮芸示 した母 な容 量8p 癖東 経撃鰹 で 揺
療轟6汲迅 Oy汲旦で あ野 ､ 亀望`5妄こ述 べ た条件で魂定した場合ゼ ラチ ン率の 急設gig 若駒 5.631, 汲 Oy監き
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G邑封 ､ GIeUA 絃そ の範囲で よい 直線性を示 したo Gal 結0,望 絹i威 が直線 か ら外れたo これ
娃溶離時間が葺くて ､ ピ ー タが広が っ たためと思われるB 他 の糖に つむ､て も同様に良彰､直線を示
し､ 検出限界娃 0.2 絹l払1(約1n m oym冶だ っ た o コ ン ドロ シ ン に つ い て 絃 ピ ー タ 昭夫ききが飽 の
酸鼻こ比 べ 半分 で あり ､ 検出限界捻 O. 如 giぬi約 呈 w y追越 だ っ た o こ れは ゼ ラチ ン 率 の 約
lo丞
呈O8汲泣 eii欝をこ相当する8
毛5き添凝 固駿率
i6種U3療 の 標準液をゼ ラチ ン妄こ対 し尊れ ぞれ iOO押 n 添加 しで測定した 純 量eO%野 回 敏率で
ぁり ､ ゼ ラチ ン による妨害揺無い とわか っ たo 叉 分解 し藍場普 機 敏率を三 つ い で もゼ ラチ
ン によ
る妨害は無く ､ ゼ ラチ ン が無い 場普の 回収率と同 じで あ っ た o
毛盛 ゼラチ ン 申の 鍍の 国定
初めに ､ ゼ ラチ ン を湧定した場合に検出され る ピ
- タ の 同定 を行な っ た o 酵軽液 A を佳潤 した
場合のゼ ラチ ン に つ い て の タ ロ マ トゲラム を ぎi琶･19妄三示 した o
` `
w ぬ 8包も 態y由8短畠i8
き写
経 亀望･5
(3)に よる H P LC タロ マ トグラ ム で ､ 遊離 の槍g3鴻定を三相当 し､
i右
血 警 ぬyお 動転i&
きき
は 凌息 5(磨
による加永分解を行なっ て 測定 した場合 の クi, マ トゲラ ム で ､ 堂還元替の 滴定量こ相当する 8
標準試料と の比較で 経 っ きり同定で きたの 駄 Gle であ撃 ､ どの試料にも患ず検出きれた 8
Gai に つ い て ほ ､ どの ゼラチ ン にも歪規 の韓出位置をこ絃 ピ - 夕が見られ なか っ たo しか し Gai
を分解 して 測定すると ､ 吏規の ピ
- ク の ほ かに G呈c のす ぐ後 ろにも ピ - タ が出た の で ､ これ も
Gal とみなし Gal
,
と した｡ こ の ピ - ク は いずれ のゼ ラチ ン で も迦激発解後の タ ロ マ トに多く 見
られ ､ 特に酸性法ゼ ラチン(C 1856､ P 別1 85きで はそ の ピ
- クが大きか っ た o
魂永分解後の C1869望と 瓦53676の タ ロ マ トグラ ム には ､ いく っ か の 特徴的な ピ
- クが あ っ た o
これ らを図中で a､ b､ c, d､ e と したo ピ
- ク も結溶離液 Å の 場合 G盈封 の 溶出位置に あ っ た 軌
容赦液 B で朝定すると ､ GaiN の位置か らず絶たo 叉 ､ 検出を 望戯 n 汲 と同時に 望35態 濫 で も行
ない ､ そ の 比 を取ると鎗の 場合は約80% であるが ､ ピ
- ク もほ ほ ぽ iO8% ､ ピ - タ 連結 望08% 近
くあ っ た の で ､ ピ ー ク も､ 逢 の どち らも鎗 で は な い と判断 した o ピ
ー ク 盈､ e をこ つ u て 結 ､
235n m で の 比は酵と同 じで あっ た が､ 解離液 B で瀦志 した時の 溶出位置の 変把が ､ 他 の替 に比
べ て大き か っ たo ゼラチ ン の濁定で ､ ピ - ク a､ 態､ e､ 捜､ e は常に まとめて 出て く るの で ､ こ れ
らす べ て が糖で 娃ない と判断 したo なお 逢息5(5)に述 べ た ､ ゼ ラチ ン を先に酸分解 をした全癒 の
鴻定 の場合をこ 軌 こ れ らの ピ ー タ捻出 加 護 つ たo 加東分解後 の タ ロ マ トに 絃多く の 教 押 n 相当
の ピ - クが あ っ た ｡ ニれ らは 望55n m と 2轟5n 迅 の 検出強度比 が鎗と同 巳ピ
- タ に つ い て 鍔 み ､
鍍と して 計算 した o
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3 ンー ぎ 田 シ ン 捻寿賀泰分解な ♭ ､ 蔑喪分解後糞 ､ 鏡麹 でき なか 巧 恵鐙 蓬恩 5竃爵毒三途 ペ 藍発注妄三よ
撃ゼラチ ン を 賢済㌘ と時庭鎧前をこ尭窮泰分解をするを ､ 還元箆を緒恵なを 磯 を蔑む愛蓉を車窓で き
るが､ そ 狩結果で 揺 コ ン ドロ シ ン惑呈数 量鮮昏設 題 8鞄 轟 巧 恵 一 従 っ でそ 約束幾分意竃素磯静 で 揺なを､
ニと蔓こ恕撃 ､ ゼ ラチ ン 率をこある e空虚 結 か なi
fj東きな分子 か ､ タ ン パ タ蔓芸露督 し喪妖態 で薄霞!u
て いると思ぇる8 こ 沿経論絶 息3.望壷こ述 べ た 三とと - 愛 した窃 腎虚転呈哲3 をこ蓋ると ､ 警醜才巳経 で 狩 酸
性多静 狩 莱壌還元瞭藍は高奇 感漁 況 白海 で あ野 ､ そ の 畳揺 崇姐警 経で の換地取 掛 三返む噂 で あ る
狩で ､ こ こ で絶境紐で き恕 か っ たと考えられ るむ
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ゼラチ ン率 の還元性 野衝 狩磯定を ､ 新 しく常磐きれて い る還 元鎗修 薬 を用い て 蔑み た e
艶 化は加永分解 に安定で あり ､ 報告飼が 多い o 反応凌 の 過剰 の試薬 を除去に頼経恕換搾が 姦
要である の で ､ 分離 しやす い GAG の鵡定に使潤 したが ､ G盈G 申の還元東端糖盈を淘窓で きる
ことがわか っ た去
多糖の み で なく ､ 単糖 を含む還元性 の 槍を鴻定するた めに他 の 還元 ア ミノ4巳摺 の 試薬と して ､
鹿討S と 盈B Åを竣討 したe Å鰐S 法揺 ､ G 払､ Gal 絃謝露できたが ､ 過剰め試薬 の 琵㌘i}e による
分離が不十分で あ っ た の で ､ 亀 の糖 の溺定経 できなか っ た o 叉 ､ ゼ ラチ ン によ っ て 糖の 蛍光強度
表芸影響きれた o 慮苫盈 法は 琵P LC により､ 多く の 還元鎗をよく分離でき ､ 中性鍍を定盤 で きた 昏
しか し, ア ミ ノ療 ､ ウ ロ ン酸絃魂凍分解 に不安定で あっ た の で憲塗で きなか っ た o
p 班㌘に よる修飾は､ 廟永分解に安定で あり ､ 野 LC も多く の還元療 を分離できたo 反応物脅
巻剰の試薬に匪時変化があり ､ 安定 した結果を得る操作条件が狭 い範囲に あっ たe
ニれら の検討 した試薬経それぞれ - 景 - 転があ っ たo 全て の 瞭を瀦定でき るの 絵 ㌘鰻野 蔭g3み
で あ っ たが ､ 他 の 方法は限定 した鎗 の測定には使周 で きると考える窃 ㌘鼻 紙蔭経 GゑG 沿 定量 に ､
呈8 呂
義
腰娩 洗はゃ性還元替 の定量をこ適当で ある8
還元鎗自序､ 発雷蔓こ多く沿種類が ある 鍔 で ､ ピ
- タも発雷蔓こ多く な琴 ､ それ をす べ て 国 憲ずる
の結審易で はない 昏 - 般的をこ標準試薬が ある醇腿外揺 ､ 替と同 じ軽質を持 J3 て い る 三 と を確認 し
て ､ 総量と して瀦定するとも､うこ とで ち ゼラチ ン申 の還元軽 の糖 鍔 盈を瀦窓できた8
ゼラチ ン申の還元性の鎗経盈と して 捻 8.逮 - 慧鍔 m O暫g と推定きれた e
還元替 の存在彰態とそ の盈 軌 第 1 に遊離g)G王c で あ弓 ､ 著e3盈は通常高密 呈O汲 m Oy欝 で ある
凱 多 い場合は i鍔 m O鞄 以土存在 した e
第2 に三瞭以土 の結合醇 の還 元末端と して 存在する Gal で､ そ 招 塗 絵 3O
- 388n n81ig で あ っ
たe そ の 一 顧は C壬虚の末端に由来するo ChSは ､ 末端をこ GicUゑ 尊 G 誠封 をもっ て 存在ずる ニ
とは少な い ようであっ たo
その飽の還元糖緒畳は多い が同定できず ､ 哲が異性才ヒして存在 して い る と考え られ る8
ゼラチ ン妄こなるま で の 工程 で多く のす転学反応 を受汁､ 明確に同 窓でき定盤 できる皆 の割合捻少
なか っ たo 還元槍 の総量を大きく左右tj て い る の が ､ 遊離 の GIc なの で ､ そ の 蜜畳をす るだをすで
も､ ゼラチ ン の差を特徴付 けられ る 可能性が あるo
しか し槍の種類に より還元性に差が ある こと から ､ 倍々 の 糖を定量できる ニと捻有摺で あ るo
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5 . 丑 毒ま じ独善己
ゼ ラチ ン 平野 鉄 の写真性をこ及 ぼす影響ほ古く か ら研究きれ て きたe Be若琶嘘enま3) は 鉄昏鹿 野 異
なるゼ ラチ ン を 剛 ､て 乳剤 を調製 し ､ - ロ ゲ ン柁銀よ の 還元銀 の 渡度 を 7守琵 で 6呈On n 菜 揺
76ぬ m の)i/ミネ ッセ ン ス 強度の 親定よぅ評価 した o 鉄含量惑芸尭き い ぼ ど強度 (すなわち還元銀の
濃度) がホ きか っ た こ とか ら ､ 鉄絵還元反応を妻那乱 すなわ ち赦免剤と して搾済ずると述 べ たQ
そ の 乳 酸化萎ま存在する酸素の働きで ､ 鉄は ぎeく≡I)fF哲毛玉Ⅰ) 系でそ の触媒と して働iが ､ Feく王Ⅰ王き:
ぎ母窪I3 の 比経典存する酸花期や ､p琵 など影響 されるの で ､ 総登が重要恕フ ァ ク タ - だと述 べ たe
しか しそ の 乳 Fe(Ⅲ) と Fe(王王Ⅰ)に つ い て それ ぞれ の 影響の遠 い に つ い て の 報告が恕きれて い るc
長盛 e 畠3) 娃 ､ 銀 - メ チオ ニ ン錯捧 の グ}レ コ ー ス によ る還元にお い て Fe(重量重き が触毅と して働く こ
と ､ 又 Fe若三三王) を添加 した乳期で ほ感度が上昇する ことを示 した o 又 ､ 琵tl盈 喝 e毛 ら 凄機 硫黄又
経金蔵農機感乳邦 野感度がゼ ラチ ン蔓こ添遜 した 鞄窪番 の 酎監をこ豊野鏡脅する と報告 した昏
こ 沿 よう蔓こゼ ラチ ン 率の鉄 の 鞄な蔚 と 鞄な重量きのそれ ぞ艶を労軽震慶する 三とは重要藍思えるg
放資 癖 盈霊き 結ゼラチ ン 率で鉄揺 3腐 で存在すると健潔 したがそ れ を確認す る こ髪結 でき密か っ
た
¢ 冨鼓盈喝 ら 由 緒ゼ ラチ ン フ -[･ル 滋 を Ⅹ発 と ES濫 で研究し､ ゼラチ ン は喪を蔦還元状態蔓こある
の で ､ 聾者娃 鞄 趣き結含まれず句 よ琴在荷電 の 鞄 軸 や 鞄宅霊 妙 形態 ､ 鞄宅荘きの錯捧恕どの 凄廉な
壊態にあると述 べ たo しか しゼ ラチ ン フ イ ル ム で の鉄 形状態経溶液中と揺異怒る の で ､ そ 野路果
をゼラチ ン溶液妄こ経あて 経路 ら艶なを､由
ゼ ラチ ン率の鉄含盈娃通常原子攻究光度鮭喜こよ撃瀦塞きれ てをうるが ㌔ 号 抑方法 で綾 取宅三‡き:
鞄窺諺 鍔放 捻わか ら恕を､o - 方 ､ 教発覚庶幾経ゼ ラチン 申の鉄の 鏡像を朝露す るの蔓こ適 して
い るo 最近 ､ 鉄裁定摺の多くの 高感度の 発色試薬が開発き絶 てきた ¢望- ニ トロ ジ % 封 プ ロ ピ ル 一 国 -
果 j レ示 プ ロ ピ か ア ミ }きフ 芸 } - ル 二宅 ぬ 昏ぜ鮎 癖 由 緒感度が 轟i も 極太勢家波長 官員鮎 現 蔓芸経
亀の金属イ汝 ン錯棒形費駿が 怨むちの で妨害が少なをも､ 轟選筑後試薬帝 - つ で ある魯 文 号 こ の読藁
娃 ㌔ 森野簸で 轟る恵 軌 抽出藤袴を巌撃とid 怨む汚慮で優艶てを滝る串 本研究で善意 盛蛭 卸 -野鮎ぼ を
呈it
き雛 鳥た吸光光度鼓によ撃王盈G ゼラチ ンの溶液率で の ぎe鍾彰 と ぎe軽重重き普盈を蔑麗 した o きら蔓≡
ゼラチ ン に 鞄 ほきと 野e宅Eiきを添親 し､ そ の量を直接定量する 三 とで ､ ぎ転宅琵ほ ぎe臓 物 変化を遠
藤 したo
5. 望 実敦
愚息i 読薬
N i短o畠0- ㌘S m 捻､ 同仁柁学研究所襲 ､ そ の 他揺動 光線薬襲 を伺 い たo 鉄(Efき標準溶液捻原子 敏
光分析用 iOO8m富苑 認証鉄標準溶液 (和光耗薬製) を熟 ､､ 鉄く空き標準溶液絃硫酸 射 琵ラを 鄭 号て
調整 したo 桂岡する凍 結イオ ン変換 - 蒸留後 ､ 弧 -Q (ミリポア) を通した o
愚息空 襲匿
分光覚度詐は 訂Ⅴ一望轟80( 島津製作所襲ラ､ 原子敏光度許は Z 増i80(日立製作所製) を潤 い たo
昏息話 換作
(1) 晩発光度法
50mi メス フ ラ ス コ蔓こ鉄標準溶液 5m呈 ､ 0.呈H ア ス コ ル ピ ン酸溶液 望王威､ まぬ関 野遠雷窃S O-P 鮎汐
5m呈､ 望班 酢酸ア ン モ ニ ウム溶液 5miを入れ ､ 喪で 5O血l に し も 永を対照をこ75 蝕m の 観光慶を瀦
定 した o 鉄(窓きの溺定の場合 軌 ア ス コ ル ピ ン酸溶液の 添恕萎ま行怒わなか っ た o ゼ ラチ ン 時 務定の
馨昏娃､ 5OI nl メス フ ラ ス コ に試料ゼ ラチ ン 5欝 を坪野と琴 ､ 永 望5盛 を見れ膨潤可 溶解 ､ 酵素
分解 した液を 野貰5 に調整 したo 別 の 50nl メ ス フ ラス コ に鉄標準溶韓 5盛 を呆れたo 南方の
メ ス フ ラ ス コ に 8.ま姐 ア ス コ ]レビ ン 酸溶液 望ぬ呈､ 1 血盟 登載由笥 昏¢･ P毘島君 5由呈､ 望戚 酢酸ア ン モ ニ
ウム 溶液 5 ぬ呈をÅれたo 五紙 凍酸化ナ トリウム 溶液で p三6事5 付近に調整 した擾 ､ 泉で 58血i に
し､ すく亭を羊 756汲 m の 敏光慶娩ま姥 劫姦 したo 望時間後再度単発度( 彪 姥 濁定し髭o 封蔓ニー ア ス
コ ル ピ ン酸溶寮の 添男8を し憩い で飽萎豊全て 戯 と同じ換搾 をし､ 敬発度挽顛を瀦定 した 8 試薬 の
み の プラ ン タ健を引い た o 吸光度 鬼五 経iぎ忠恕き辛 抱そ王王諺}､ 慮望 娃‡旅程王きヰ 鞄任遜 ＋弱を､韓蕃郎 ､
呈呈望
盈3 絃 野e珪労 資量をこ相当するo
鎚上 の 定義換汚をまとめて Ta転ie 主に示 したo
Ta態Ie玉 野和 C eあ孟君e Ofあ細 君ぬ豊漁盈嘘 設
Fe 邑Oluも由私 署e皇盈毛豊漁
Pro e 昏捜硯 若e and
Te agenも
Fe宅‡‡き＋
Feな王Ⅰ)
ぎe宅三三きヰ
Fe母王葺き
ぎe(王Ⅰ.)
&
f ニこ ぎ紹壬) m l y T 亨､ T8毛盛
gela塩n or Fe sぬ 一 5m1 5ni 5g 5g
5琶
腎 汲も鍔 pT O七ea B e 望5ml 慧5汲i 望5ml
締 e堅く警o!ve, p琵5.0 pH 5.O p怒5.8
芦田 ad3tt8も
o.1 紺 が e Orbie a cid Oml 望m1 0n1 2ni 望znま
Bi蛭 o
I
BSs 腰 5 血 5m1 5威 5ni 5威
望閲 a
a 慧 u m 5m1 5m1 5迅i 5盛 5ml
p琵 adjti 8t
(1餌 NaO芝)
pH 6.5 pE6書 5 夢E 6･5
toもaまvoin n e 58ぬ呈 5O王ぬ 50m1 50mi 58 威
m e 舶態re n e感 im n e戯廃 車 im n eai盈毛軸 in n e血盟毛ely 皇n 認 腰戯急患e桓 曲 君空包
ab
?
8≡r6bTnee Å3 ゑi ゑ3 彪 彪
衰 の 左 の列に 示 した操作又 は試薬 の 添激 を犠次表をこ示 した条件で行な っ て いくo 表中の
``
-
刃
経
該当換作絃な し意味 して い るo
(2) 原子吸発光度法
ゼラチ ン の硝酸分解液 をグラ フ ァ イ ト炉原子数党故により ､ 標準添加法で沸定したo
(3) 鉄溶液の変化
･溶液 で の 錬 の 変化の 遠藤は次 の ようをこ行な っ たoま00 8押 m の ぎeく≡ 幡 液を水で 海野mをこ希釈 し､
そ の溶液 3m呈を 58n呈メ ス フ ラ ス コ に入れ ､ 直 乳 及び室温で 3時間改選後, 及び 68
Q
C3時間凝
熱夜露慶 した o ぎe細)溶液及び ぎe宅芯きと ぎe鳩)混合溶液に つ い て も闘様の 定蚤 を行な っ た 昏
ゼ ラチ ン へ の 添尭目薬酸揺次の ように行なっ た oゼ ラチ ン看ま王ゑG ゼ ラチン の 館野き萄9望を用旨育たQ
ま呈3
ゼラチン 静妻 の pfi欝整擾､ 土記 と同 憂将 Fe宅笠き又 は 熟考琵き叉i･豊 熟 ほきとヨ海そ泣きを添カ目し､ 直後
文i,豊68℃3時間男口熱擾定量した苛 添迦選書豊ゼ ラチ ン蔓≡対し 望.海p迅 蔓こ相当するo
5. 3 鮭発と考察
昆3.1 ゼ ラチ ン 申の 鉄宅Ⅱき､ 鉄 線き､ 弱い賭棒 の飲の常澄
野i重野畠O
- P 鮎 ぎ臆鉄ほ)と結合 し756n nに吸収を持 つ 錯捧をつ くるo 鞄 ･ 皇妄≡ 由由怒畠O-賢S ゑ賢一 馳
複合捧の 吸収曲線を示 した o
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凄26Iln にも吸準極大を持 つ が ､ 腰6 n 皿 は埠の金属イ 身 ン錯俸の吸収が あり ､ 妨害す るの で ､
ヲ56 況 を朝憲に 鄭 ､た o ア ス コ ル ピ ン酸がなむ､と 鞄窪政 経聴取を示 さ密か っ たo 鞄窪招 経ア
ス コ ル ビ ン酸に より ぎe任‡如こ還元 され ､ それで発色す るo 従 っ て ア ス コ ル ビ ン酸をÅれ ると‡鉄ほき
＋鉄 塊)‡が定量で き､ ア ス コ ル ピン 酸を丸 甑恵む与と鉄 ほきの み定量できた o 雨着の 豊 か ら鉄 塊き
の蚤漆芸計算 できるe
ぎ痩 寧蔓こ星空8努ま で の 結果 を示 した o
発色させた 虚磨o s o- PS ゑ㌘ぜe 複合体の敏光度捻 急写 時間安蜜で あっ 恵B - 方 ､ 野e宅e嫡6 叉 娃
鞄 濁 D管良 の ような錯終結 呈7 時間た っ ても反応 しなか っ 藍 昏 ま藍 ア ス ヨ 舟 ピ ン酸を泉 艶なを 憾
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鉄標準液 捻ア ス コ f♭ピ ン 酸添恕 狩 場資は ぎ哲窪‡重き を添遜 し､ デ ス ヨ ル ピ ン酸怒 しで経 ぎe宅琵)
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本法による縫鉄含量 は ､ 原子吸光光度蔭蔓こよる鉄含量 より少なか っ たo その 差は ､ 強 い 結合 の錯
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者転に異なる ことを示 して い るo
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ゼ ラチ ン溶液中で 揺鉄は ぎe細)の状態 で多く存在 し､ 添親 した Fe(笠)は酸化姦れ Fe婚 総 意 っ
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皇望3
参考真野
lきBeァ軸 o n亨 琵 .き 監e蛭Ii蓬ppe買 L. 腎 盈n逮33e 鮎 u宅曳 鬼 , ef 運葡汐 噛 彪 夢望轟ブ 呈ま呈-11 8(呈988)
望)Bo感no粍 H. , P ho細gT aPhie 鎚l&毛観 取o e. もhg 鶴h iAG eo 盛 雷管n e eぎく呈985きp.呈5写-ま65
3きSzt1感 , 知 . , Pho短 評aphieGei盈もin声 Z由濫kin 関e n o由由 Co盛 柁 設e e,宅i99窃夢.33-昌逢
磨 Htla 喝 B. X” 芸ho 敬, 鷲, C h盈喝 き L, 盈n逮 瀧 e, 3iき fm 廟 農法 ei, ≠招き 8 ?- 89毛玉99轟き
5)Z ha喝 , Y” u , I. き 協 n茅 ℃, 敬 , S. , Z‾hu 盈喝 手 S. 盈naPe 喝 B., 彪 癖 鮎 誘き 繊 139
一里逢望(19醜
窃Saito, 祝 事 , fioTig混ehi, i). 急迫d 馳 a, 良 , BfL B S eb
'
物 凄8$635-639(ま9呂まき
呈望轟
夢6牽 ゼラチ ンの銀蓬義牲
6 _ 1 経 じ鞄蔓こ
ゼ ラチ ン の 還元性に つ 旨､て萎ま多く の研究虚言怒きれ て い る昏 Be感 泣8 nま,望,豊穏 ､ イ テ - 巨ゼ ラチ ン
での 還元性物質揺メチ オ ニ ン ､ 亜硫酸､ ガラタ ト - ス で あるが ､ ゼラチ ン申の これ らの渡度で は ､
写真乳期 で揺強 い還元性 を持たない と言 っ た 窃 そ して少なく とも轟 p琵 範囲で 捻 ､ 還元物質結束
の泉酸イ 矛 ン で あ苧 ､ 酸化は空蒐申の 酸素量こよ る銀ク ラ ス タ - の藤子巳が よ弓重要で あ琴 ､ 鋲イ 寿
ン や銅イオ ン の ようなゼ ラチ ン申の 不純物さまニれ らの 酸化還元反応 形 触媒と しで働i だ喜子で ある
と述 べ たo
鮎 触 癖 5) 揺還元牲物質の 写寮性に対す る効果を研究 し､ 次 の ように経論 した8 す恋わち､ メ チ
オ ニ ン 捻還元性を持たない で ､ 藤 一 ハ ロ ゲン化物 と錯俸を形成 し､ 弱 い酸性域で 緒その錯捧を鎗
が還元するe 鉄幻‡)イオ ン はそ の 過程の 触媒になるo 強ア ル カワ額域 で捻蜂は ､ 錯捧で はなく直
接塩化襲 ､ 臭化銀 を還元 できる｡
本研究で 絃捻ゼ ラチ ン の還元性 の 評価 に銀 コ ロ イ ド法名,7)を伺 い て ､ 添加実験に よりゼ ラチ ン 申
の物質が銀還元性 に与 える影響 を評価 したo さ らに ､ 不純物 を除い た い わゆるイナ - トゼ ラチ ン
に溶 い て も存在するゼ ラチ ンの 還元牲が将に起因するかを ､ 前章ま で に述 べ た分析結果を元に考
察 したB
8 . 2 実敦
試料ゼ ラチ ン萎ま第後攻‡ゑG ゼ ラチ ン を用 い た o 分光幾度計絃 肝 望功8 (島津製作所襲ラ､ 光銘
長 iOn n の セjt,を招 い瀦定した o 銀 コ ロ イ ド乾経次の ように行 っ たo le%ゼ ラチ ン溶液と等量の
1m盛花 脚 03溶液を混合 し､ 60℃で加温 した o 溶液の 吸収ス ベ タ ト}t,(350- 680敦盛 を､ 混合直
後 ､ 及 び 3時間後 (叉経 - 定時開聞隔で) 裁定したo ス ペ ク トル か ら 遠望窃 弧 の散発慶を読み取 っ
た o なお ､ ゼ ラチ ン 溶液の p琵 は特に断 らな い 限り ､ pH 5 蔓こ調整 した o 叉 ､ 添迦海藻産経ゼ ラチ
呈望5
ン毒こ対する濃度で表 したo 敏光度盛芸高い 壕督捻務定時蔓こ番現 したe
8 . 3 . 結果と考察
8.3i i 弟 ベ タ ト舟
ゼラチ ン 溶液中で pH 5 で狩銀 ヨ ロ イ ドの 戟駿ス ペ ク トル の 例を ぎ主琶･ i 蔓≡示 した が ､ 凌望8n n 付
近に ピ - ク を持 っ た ｡
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◆ cr9由 28693撒 N ぬ 32Ol 磁 - EGロト1
又 多くは 5望On 皿 付近に シ ョ }t,ダ - があっ たo 還元牲が欠きを
､と4 望ぬm の ピ - タが 東きくなる¢
ゼ ラチ と硝酸銀溶液を海食 ､ 加 温 し､ 3時間後の ス ペ ク トル から 4 望0汲 m の攻究度 を読み取
り ､ 添率前 の 観光度を差 し引く ことで銀還元性 の指標と した｡
ま望6
昆盈望 野芝 の馨響
f
ゼラチ ン宅紺野3轟99iラ蔓こ醇簿 ､ 及び金属類を添親 して p琵墨芸よる銀還元軽招愛着巨を鴻若し ､ F痩喜
に示した 8 添加 の影響 を鑑来して 奉るた めに ､ 添廟盈は実際の 舎監よ哲多い 盈蔓乙 したo
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×;gelatin, ロ;＋Fe(ⅠⅠ)50ppm , ◇;辛Fe(tilき5Oppm , ＋;＋Zn50ppm ,
6
p琵
I; 佃 血 o 血 e 7%, 0;＋cystein e呈2Oppm ラ △;ヰcysぬe12Oppm , 率;
ヰIys由eOi15%,
●;＋glu c o sel%, j&;＋gaia etosanin eOj %
無添加 のゼ ラチ ン の場合 ､ 銀還 元牲捻 p三 が高い ほ ど尭きくなっ たe pH5 以よ で来きく上昇 し
て い き､ p琵5 の値に比 べ ると ､ p耶 で 4倍 ､ pH9 で 8倍 であ っ た o･叉 ､ p三5 以下 で穏若干の低
下傾向が見られた e
各種金属イ オ ン を添加 した場合 の pH による変イヒ捻 ､ Feく王‡I)添加 の場合の 夢琵3 から p琵 4
ヘ の
変化を除い て は ､ 無添加の場合に比 べ ､ pH による変動がホさくな っ た o
ぎま欝娩)に示 したア ミ ノ酸 (シ ス テ イ ン ､ シ ス チ ン ､ リ ジン ､ メチ 矛
ニ ン ､ グリ シ ン) を添売口し
た場合 の pH による変柁は ､ シ ス テ ン添加で はゼ ラチ ン と篠南が異なり ､ p泣3 での健が p琵5 よ甲
高か っ[=(n = 如 芸､ シ ス テイ ン ､ リ ジ ン ､ メチオ ニ ン 経ゼ ラチ ン と同 じ 野H 5鎚上で 来きく ょ昇サ
る額南 で あ っ たo
呈O
呈望冒
哲哲添凝 の場合 の ぎ痩空く遠で経費覚度軸ほ ざ瞳慧宅盛宅態き蔓こ沈 ペ き橋形数鍍毒≡ して ある 鉄 これを見
ると 野望蔓こよる変柁の額 熟ま無添男日の場合と類似 し､ 野望5 の蜜蔓芸比 べ ると ､ p≡7 で約 6倍 ､ pH 9
で釣 18倍 の敦覚度で あり ､ 夢琵5以下 で 絃若干 の 低下療 病を示 し浩o 芙蓉察汚添凝結将星乙pH7 と
pH9に溶 い て ､ 無添加量こ比 べ 敏光度を東きく増漉させた召 そ の 効果蔓芸
j 3 い で ガラタ ト牽ミ ン と ダ
jレ コ
ー ス を比較すると ､ゼ ラチ ン に 対 し 呈%の グル コ - ス g3添加 と同 じ効果を 8書呈%鍔 ガ ラグ 巨チ
ミ ン 将 添遜で得た B すなわちガラダ トサ ミ ン はグル コ - ス 将 星8分の 1 の盈で同じ効果を示 した｡
ガラグ トサ ミ ン の この ような大きな効果が末端 の 還 元基に由来する こ とを確認争るため妄三､ ガラ
ク トサ ミ ン を構成成分蔓こ持 つ コ ン ドロ イ テ ン硫酸関係 の 物質を三つ い て試艶 した o そ の結果 コ ン ド
ロ イ チ ン硫酸 の添加は還元性に影響がなか っ た o コ ン ドロ イテ ン硫酸狩審分親水分解物萎ま若干影
響した o コ ン ドロ イチ ン 硫酸の ニ衝撃鐙 で ある コ ン ドロ シ ン 経ガラタ 卜すミ ン の畢分の還元軽を
示 したo N プセ テ ル ガラク トサ ミ ン は添迦な しと同 じで あっ た o コ ン ドロ イチ ン硫酸の もう
- つ
の構成糖 であるダル ク ロ ン酸捻グル コ - ス と同 じ還元牲を示 した o こ の こと か らガラク 巨す ミ ン
の 大きな還元性は ､ 分子 内g) アミノ 基が末端の ア ル デヒ ド基の 還 元牲を車めて い るとわ か っ た o
こ の ようにゼ ラチ ン に 不純物と して存在する物質は ､ 同じ範噂を≡ある物質で も額考量こそ の還元
性は異なることがわか っ た o この ことか ら､ 物質それぞれ を定量する ニと経重要で あるo 特にア
ミ ノ緒抵触 の 種類 の糖に比 べ て 非常蔓こ東きな還元牲を示す の で 写 区別 して 定盈できるニ とが盛要
であるo 又 ､ 糖類 を添加 した場合の pH による還元性の 変化が ､ 無添加の場合の変イヒを鑑来 した
形になっ て い ることから ､ ゼ ラチ ン の 還元牲は密に類似 した構造に よる の で萎まなもぅか と思われるo
6 息茅 轟時愛社
‡鬼Gゼ ラチ ン に つ い て経時的に敏光度を瀦定 した 好ig,3)o
どの ゼ ラチ㌢も初期の 封 蜘芸大きく ､ 1時間後く ら い か ら娃 ほぼ
- 窓 の常食で増親 した o
葬脱イオ ンゼ ラチ ン ､ 鼠イオ ンゼ ラチ ン とも､ 変化が - 番犬き いゼ ラチ ン 鑑G 43望望と C 望869 3)
接酸イヒ処理ゼ ラチ ン で あ っ たo しか し､ ゼラチ ン を酸托して 軒転前と比較 して も､ 吸取曲線に変
化は起こ らなか っ た の で ㌔ ニれ経 鄭 乙酸亨如こよ るもの で は恋い とわか っ たo 葬盈イオ ンゼ ラチ ン
?
をま脱イオ ンゼ ラチ ン に比 べ ､ ゼ ラチ ン開 の違 い が東きも､o i時間後か ら の蛍光療変亨虹絃 O･OO五-
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0.005Abs/min の 範囲 で あ っ た o 初期 の 吸幾度に 比 べ そ の 後 の 増男日率が夷きく ない ゼ ラ チ ン
昏B 830軌 初期とあまり変わ らない 増加率のゼ ラチ ン紀1869 望紬芸あ っ た o 経時変花の梯子がゼ
ラチ ン によ っ て異なるニ とから ､ 銀還元牲に影響する物質が異なると考えられた o 脱イオ ンゼ ラ
チ ン の場合は経時変柁 の様子 に前述の C望86 93 を除 い て 綻ゼ ラチ ン蔓こよる違い 娃 ほとん どなく ､
初期 の 吸光度 の 大林 関係 を そ の ま ま維 持 して い た o l時間後 か ら の 蛍光度変化 は 8.88望-
8,OO3Åb8imin の 範囲で あっ た o
ゼ ラチ ン に強 い還元邦 で あるア ス コ Jt, ピ ン 酸を車力摂すると､ 反応初期に吸覚度が轟く なりそ の
後紘 一 定の健 を示 した(F短, 軌 ア ミ} 鎗 の添加は ､ 凝期捻添加 し恋 い場合と閉 じ であ るが ､ 時間
ととも蔓こ砕 身 に無添旗 の場合より敏光疲労芸高くな っ て盲㌔ っ た(Fi夢. 5)B なお ､ 添恕畳とそれ書こよる
教光度の増加量絃 ､ 最終的にはア ス コ 舟 ビ ン酸もア ミノ瞭も同じ餐蔓こな8 も 苦 れ経添迦 畳とよ(
比例 した 軌g. 銑 こ の ように還元期 の種類によ っ て敢光度愛育巳をこ対する影響の 仕方が農恕撃 ､ ゼ
i望9
ラテ ン 狩 場含蓄ま潜蔓こ近旨､変たを示 したo
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石.3.4 ス ペ グ ト)i,の変化
ゼ ラチ ン に還元牲物質を添加 した場合 , 物質量こより銀 コ ロ イ ドの ス ペ ク 声ル着こ阜える愛すヒ漆芸
異なるo ぎig. 7 に代表的な飼をあをヂたが も
ガラタ トサミ ン 経 凄2On n の ピ - タ吸光度 を上をヂも銀 コ ロ イ ドの成長蔓芸者卑 しても､る ニとがわ惑3
る窃 ヲ ジ ン 捻短波長磯の敏光度 を皇をずも シ ス チ ン 経広をさ転籍蔓こわたる観光慶を上ぼ苦 ､ 雨着とも
結果として 凄望On n の 蟹奴極東を消滅審せる赤肉に働も､てな与るo
F痕 i に示 した 嘘 ぬ m の観光度が高を駕ゼ ラチ ン の吸夜曲線ぼ 蔦 ぎ短書 写におをもて ､ ガラグ トサミ
ン を添為目した場合と類駁 した襲撃曲線を示 してを､る母 す なわ ち､ 凄望翫盟監蔓こピ - クが生 じる形で敏
光塞が轟く なっ てを､るの で あ っ て ､ 他の 波長の 吸幾度鮭が高くな っ た影響を受量子て い る の で萎まな
い
｡ ニ の ニとから､ ゼ ラチ ン 申の療蔓こ観た軽質が ､ ゼ ラチ ン の 還元牲を示 してを､ると考えられ るo
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6 息5王ÅGゼ ラチ ン の蓬元軽と濠元怪物誓の分軒若菜との 比較
銀 コ ロ イ ド蔓こ影響するゼ ラチ ン 申の還元性物質を推定す るた め蔓こ､ 6 息3項を三示 した 王ゑG ゼ ラ
チ ン に つ い て の経時変化の 結果 のうち､ 初期療 ､ 3時間後 の 観光度とその菱を 態ゐ奴 ま に ､ 叉 竜
差 の敏光度 を ぎig.8 に示 したo ニれ らの健に つ い て 前章まで に分析 した経果と の比較 を行なっ た
が ､ 吸光度健と相関が認め られた物質は見られ なか っ た o 経き慶喜こ つ い ても額別の 醇､ 喜藤の グ
ル コ - ス
､ 絶遠元性糖全 て に特別の 相関萎ま見られ なか っ た e ア ミ ノ衝 かそ の 他 の静かを区部 した
分析が十分で なか っ たた めと考え るo 飽の物質に つ い て も､ 添迦実験の よう孝差経認められなか
っ た o 添カ日実験で影響が出て く る畳に比 べ も 分析された盈とは欠きく隔た っ て い るの で ､ 実際に
影響 ほ少 ない と考えられ るo
こ の よう蔓こ今回分析された数健結影響を持た ない ようをこ見える 鉄 案際ゼ ラチ ン経費 コ ロ イ ドを
生成す るよう怒還元性 を持 っ てむもる の で ､ そ の実態絃何か 轟る按ずで あるB 療含塵蔓こつ い て 還元
i3望
軽の違む､を反映 できる分析法の 開発が望ま鈍 るo そ の軽質を見極め分節 し ､ コ ン トロ - jレ毒こ結び
つ豊子る ニと結必要と考えるB
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4 . まとめ
ゼ ラチ ン の銀還元牲を考察す るた終に ､ 銀 ヨ ロ イ ドの教光度に対する野H ､ 時間の影響を朝憲し
た 昏 ゼ ラチ ン の葦元牲 の p苫 による変化 軌 金属イ オ ンやア ミノ酸添迦 の場合 の p試 射ヒと揺異
なり ､ 轡添加 の場合に類似 して い た o 糖は琴元性が大きく ､ 時にア ミ ノ糖 の還元軽が他 の 哲をこ比
べ 大きか っ た B 脱イ オ ン して い な い 場合 ､ 経時変化 の様子がゼ ラチ ン によ っ て 異母苧 , 銀漂元性
に影響する物質が異怒 ると考えられたo イナ - トゼ ラチ ン にお い ても ､ ゼ ラチ ン間の 差捻Jl
､き か
っ た が還元性は存在 した o そ の性質措瞭を添加 した場合毒三島く似て い たB しか し第凄牽で裁定し
たゼ ラチ ン 申の糠含農と銀 コ ロ イ ド接毒こよる銀還元性との 関係書ま見られなか っ た B きら怒る還元
性を持 つ 物質 の分析お よぴゼ ラチ ン の還元軽 の凍整枝術 の開発が卑擾ともあ賓で ある窃
呈3唾
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夢7牽 経済と今夜 の 展望
写真乳剤にお狩るゼ ラチ ン の絶筆的役瀞が ､ 写素性 鍔 警乗か らイ テ - トゼ ラチ ン蔓三移行 してもi
っ たが ､ ゼ ラチ ン 自身を含め ､ 今 でも写寛的に活性の 轟る物質捻ゼ ラチ ン蔓三舎ま絶て い る｡ 写寛
工業妄こ串狩る精密度が土 がるに従 い ､ よ撃不純物形 少 ないゼ ラチ ン が発給 られ ､ 何が写寅性蔓こ影
響 して い る かを追及する ニ とは必要 であるの で ､ イナ - トゼ ラチ ン申で の それ ら形 物質を窪慶す
る ことi･ま重要 であるe
本研究で ほ ､ 新 しく発展 した分析法を夜周する ニ とによ甲 ､ これ まで 分析できなか っ 浩ゼ ラチ
ン 申の 準量物質､ 特に写真牲に影響する還元牲物質 くメチ オ ニ ン ､ シ ス テ イ ン ･ シ ス チ ン ､ 還元
浄 ､ Ⅲ庸鉄 ･ Et儀鉄) に着目 して ､ 分離豪農する こ とを目的と し､ 次の成果が得られた 8
呈. メ チオ ニ ン とメチ オ ニ ン酸1ヒ物 (メ チオ ニ ン ス ル 添 考 シ ド､ メ チオ ニ ン ス ル ホ ン) を区別 し
て ､ 同時に定量するための ､ F ト)i/ エ ン ス ル ホ ン 酸分解と 8訊曳検出を伺 い る方蔭を確立 したe
そ して 写真 摺ゼ ラ チ ン で は 特別 な酸才ヒ処 理 を行 なわ なくて も ､ 別表毛 が 一 部酸托 され て
閲e七S OX を生成して い る ニと ､ 弛 もS ON にまで酸托する よう恕強 い酸柁は行なわれ て い 恋い
こ と惑芸確認できた｡ 叉 ､ この 謝定法を伺 いて ゼ ラチ ン 申の 地 毛と過酸花束寮との酸柁反応を
研愛したo
2. シ ス テ イ ン 書 シ ス テ ン 関連物質 (チ オ - ル とジス ル フ ィ ド) の 同時分離定量を蛍光燈鋒試薬
A 迅D - F を伺 い る 済 もC によ野行な っ たo ゼ ラチ ン 申の シ ス テイ ン ･ シス チ ン は ､ 反応 し毒こ
くか っ た o ゼ ラチ ン 主鎖に存在する ､ ホ モ シ ス テイ ン ･ ホ モ シ ス チ ン を擾霞 も 定量 した ¢ ホ
モ シ ス テイ ン ･ ホ モ シス チ ン絃 シ ス テイ ン ･ シ ス チ ン よりも酸4ヒされ､奪すい 怒ど反応性が高
か っ たo 感度絃低 下するが ､ 紫外検地券を夜う方法も行怒 っ た 母
3. 夜来行なわれ て い なか っ た還元末端の還元糖 の み を､ 野 Le で分離露慶するた め ､ も竜く つ か
の還元糖修解読薬による瀦憲法を試みた o 醇の種類 により分解に対する安定性が異なるた め ､
条件を変えた裁定の観み合わせが あ要 であ っ 恵 ｡ ピ - クが葬常に多 p のです べ て を同定する
ことは できなか っ た o 擦と同 じ性質を持 っ て い る ピ - グ を糖とす るとも､うニと で ､ ゼ ラチ ン
墓
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率の 還元経め 静狩 畳を鴻姦 した窃 ゼ ラチ ン中野 蓬義経招 鍍鍵盈萎豊 8･轟 - 望岸 辺 ey欝 と推定きれ
た c 遊帝 鍔 Gle e3塗 捻通常轟身 呈On m 8ij欝で あるが ､ 多い 場合揺 呈p m oil夢E} よ存在 した む Gal
は 二磨以土 の結合瞭の還元莱靖と して 存在し､ そ 野塵萎ま38 - 38毘 n Oy欝 で義 j3た e そ 形 - 潔
穏 ∈hSの 末増量こ由来した o C hS は､ 末端に GieU盈 や G邑iNを態 っ て 存在する 三と妄豊少 ない
よう で あ っ たo そ の 他の 還元酵結 盈揺 多 い が 同定でき怒 か っ たQ
凄･ 二価 ･ 三蔵鉄e)分離定量 を ni短o8 0- PS腰 を 熟 ､る蛍光兜度蔭をこよ野行な っ たo そ して ゼラ
チ ン溶液中で は多くの鋲は Fe(Ⅲ)の 状態で存在するこ とを確認したo 濃 ､ 不安定怒錯棒形鉄
が ある ことがわ かり ､ 二健 ･ 三錬鉄 と同時に定量 した む
5･ 銀還元性 の瀦定を銀 コ ロ イ ド故により行な っ た｡ 銀選元性 の p芝 に よる 鄭ヒ軌 金属イ矛 ン
やア ミノ 酸添迦の 場合の pfI変化とは異なり ､ 糖添加 の場合に類似 して い たo 銀淫売性の 経
時変化 の様子も鎗を添加 した場合 に良く似て い た o しか し奉研究で滞定きれたゼ ラチ ン申の
鎗含量と銀 コ ロ イ ド故によ る銀還元性と の 関係 は見られなか っ たo 又 ､ 添加 した衛 の 申で ほ
ア ミノ哲 の還元性 が強 い ことがわか っ た o
寒帯究で の 淘定 軌 ゼ ラチ ン の微量成分に つ い て ､ 冬物質に節 した考察をするため 鍔 基礎的恕
鞠定で あるo ゼ ラチ ン 申で の存在形態 ､ 存在盈を明ら かに して ､ 務めて そ の物質 の 写真作周 の程
度を検討 できると考える o 鐙藻添加実験で行なっ て きた微塵成分 の 写真搾周を ､ 業際の ゼ ラチ ン
申の含曇を測定して ､ それ をもと に考察できる ことは ､ 写真稽感光材料製造 号 写蓑周ゼ ラチ ン袈
造に大きく尊卑するo
分析故に つ い て は ､ 逐歩が続 い て おり ､ 今後新た恕鴻定法が開発さ れ そ の 中か らゼ ラチン蔓こ
応周できる方法もで てくると思われるo 特に本研究で取り上をヂた還元療とそれ に関連する物質をこ
つ い て は今後 とも研究を続 狩るこ とがあ要と思われ るo 又 同時蔓こゼ ラチ ン の 還元性 の指標をこつ い
て も研究が必要 と考えるB
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毛望きゼ ラチ ン 率のメ チオ ニ ンとその 酸イヒ物の同時定慶く壬王)
容 顔子 ､ 谷 威広
199 望年度日本写真学会年次来会
(3ラゼ ラチ ン 申の メチ 浄 ニ ン の 酸化
番 兵子 ､ 省 威広
1994年度日本写真学会年次大会
(4)ゼ ラチ ン 申の メチ オ ニ ン
谷 貞子
第皇国ゼ ラチ ン研究会 (1995)
第3牽に関わる発表
(5)ゼ ラチ ン 中の チオ - ルとジス ル フ ィ ドの 定量
谷 貞子 ､ 谷 威広
199 霊草度日本写真学会教孝夫会
(6)ゼ ラチ ン 申の チオ ー ル とジ ス ル フ ィ ドの 定量 鉦Ⅰき
谷 東子 ､ 谷 威広
199 3年度 日本写真学会年数大会
吏マラゼラチ ン 申の チオ ー ル と ジス)i, フ ィ ドの 定盈 (IⅠ重き
谷 東予 ､ 谷 威広
1993年度日本写真学会歓率大会
(8)ゼ ラチ ン申のチオ - ]t,とジス ル フ ィ ドの 定量 (王朝 紫外壊幽と還元剤の影響
谷 東予 ㌔ 谷 威広
望08 8年度 日本写寒学会秋季東金
i蓬8
第速革蔓こ関わ る発表
考9きゼ ラチ ン申の 療鎖 還元末端鎗将同 定
番 東予 ､ 番 威広
1 995年度目奉写真学会年次来会
(1鵡ゼ ラチ ン 申の槍療任滋 ピ1j ジル ア ミ ノ弛に よる還元末端鎗搾 定量
番 兵子 ､ 谷 威広
i996年度日本写真学会年次大会
く11)H P Le によるゼ ラチ ン申の還元醇の 判定
番 東予 ､ 谷 威広
1996年度目奉写薬学全教孝夫会
(1望)珪P LC に よるゼラチ ン 申の還元静狩 鴻定なお
谷 虚子 ､ 谷 威拓
i997年度日本写真学会年次東金
(13き琵PLC によるゼ ラチン申の 還元糖 の測定(三三王)
谷 東予 ､ 省 威広
199 7年度日本写真学会敦季大会
く1 4)HPLC に よるゼラチ ン 申の 還元槍 の 激定 ㈲
谷 貞子 ､ 谷 威広
1998年度日本写薬学会年次来会
くi 5き 三PLC によるゼラチ ン 申の 還元糖 の測定(甥 3-メ チ ル 一之- フ ユ ニ 乃, -5- ピラ プロ ン に
よ る修館
谷 貞子 ､ 谷 威広
199轟年度日本写真学会戟孝夫会
第 5牽に関わ る発表
く16)ゼ ラチ ン申の 2細 ､ 3価改野分離定慶
事 東予 ､ 谷 威広
王999寧度日本写薬学会年次大会
呈逮呈
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(王8)ゼ ラチ ン 率鍔 2儀 ､ 3価鉄の 分軽意義(王王ラ ゼ ラチ ン 率の 銀 将変柁
谷 貞子 ､ 谷 威広
之999年度 日本軍寅学会軟挙来会
第6牽に関わる発表
くi9)ゼ ラチ ン の 盛運蒐性
省 東予 ､ 谷 威広
望001年度日本写寅学会秋季来会
(望0)鮎 ぬc由喝 pアOPef毎 ofGeia毛in onSilveT王on
Saa盈ko Ta由 毘ndTakeもiroり泡コ由
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奉研究Q3遂行をこあた哲 ､ 数多く 野方 身 g3力添え を頂きま したB ニれ ら 鍔 太身 の ご協力がな墨子れ ば
寮研究 の成果揺 なか っ たと実感 して旨もます o ,むよ撃g)感謝を率 し皇阜ヂます昏
千葉兼学大学院自然科学研究科
東野隆司
に 結 ､ 本研究 の立案 ､ 遂行 ､ 考察､ まとめ尊堂般を芸 ぎ指導頂き感謝愛 しまず窃
千葉東学東学院自然科学研究科
青柳象単三 小林裕華教軽 ､ /j､栄華 - 敏捷 ､ 東川祐緒助教授
の方 舟毒こぼ ､ 本論文の 音査を して頂き ､
t
また幾重な助言､ 示唆 を簡き感謝資 します｡
㈱ ニ ッ ピ
浅川史野取締役
には ､ 奉研究 の発表を許可 して 頂きま したo
㈱ ニ ッ ピ冨士 工湯
谷威広執行役農芸場長
には ､ 本研究 の機会を与えて頂く とともに ､ ご指導を頂きま した ｡
締 ニ ッ ピ冨士 工場技術開発部
佐野玲子
の諸氏 をは じめ多く の 同僚に ､ 奉研究の 実験 の遂行に大き意力添えを頂きましたo
最後 に､ 物心 共に 支えて くれた家族に謝意を述 べ さ せて い た だきますo
望O8凌辱 1月
番 虚子
